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Acinetobacter causa uma ampla variedade de doenças em pacientes debilitados 
e hospitalizados, especialmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (Bergogne-
Berezin & Towner, 1996). Esse microrganismo sobrevive por um longo período de 
tempo no ambiente hospitalar (Munoz-Price & Weinstein, 2008), e constitui um 
importante patógeno oportunista em hospitais brasileiros (Sader et al., 1998a; Sader et 
al., 1999). Uma característica comum desta bactéria é a resistência intrínseca a 
múltiplos antimicrobianos (Jones, 2001; Forster, 1998). 
Considerando-se que as bactérias tornam-se eventualmente resistentes a 
maioria dos antimicrobianos, é apropriado a análise cuidadosa das condições 
hospitalares que favorecem a seleção de bactérias resistentes e auxiliam a sua 
multiplicação e disseminação. Vários fatores que influenciam a seleção de mutantes 
resistentes têm sido descritos, como, o estado imunológico do hospedeiro; o número 
de bactérias no sítio infeccioso; o mecanismo de ação e a concentração alcançada 
pelo antimicrobiano no sítio infeccioso. Além destes, o uso de dispositivos invasivos em 
pacientes criticamente enfermos constituem outro fator, pois estes funcionam como 
porta de entrada e fonte rica de nutrientes para a multiplicação bacteriana. A infecção 
relacionada ao uso destes dispositivos freqüentemente resulta em infecções de alto 
inóculo permitindo a sobrevivência e multiplicação de mutantes naturalmente 
resistentes até mesmo quando o antimicrobiano tenha sido utilizado com sucesso na 
erradicação da maioria da população bacteriana (Baquero et al., 1997; Urban et al., 
2003)  
Estratégias como a racionalização do uso e o rodízio de antimicrobianos têm 





bacteriana. Porém, apesar da utilização destas medidas, o número de relatos de 
amostras de A. baumannii multirresistentes tem aumentado consideravelmente (Bonten 
2002). Entretanto, ausência de novas classes de antimicrobianos ativas contra estes 
patógenos e o aumento da morbi-mortalidade das infecções causadas por este 
microrganismo acarreta em sérios problemas terapêuticos (Moran & Mount, 2003). 
Uma nova estratégia para evitar o surgimento de bactérias resistentes tem sido 
proposta. Trata-se da utilização clínica de antimicrobianos que selecionem o menor 
número de bactérias mutantes resistentes. Este conceito baseia-se na determinação da 
menor concentração de antimicrobiano que previne o surgimento de bactérias 
mutantes resistentes, a MPC. 
O principal objetivo deste estudo foi determinar os antimicrobianos que possuem 
a menor relação MPC:MIC, entre as amostras de Acinetobacter spp. e, dessa maneira, 
distinguir os antimicrobianos capazes de menos selecionar e favorecer o crescimento 
de bactérias resistentes. Além da determinação da MPC para diversos agentes 
antimicrobianos, os principais mecanismos de resistência conhecidos às quinolonas, às 
polimixinas e às cefalosporinas de amplo espectro das amostras bacterianas mutantes 





2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1. Agente etiológico 
Acinetobacter spp. são cocobacilos Gram negativos, não esporulados que 
apresentam movimento por contração devido à presença de fímbrias polares. Esses 
microrganismos apresentam metabolismo oxidativo, não fermentativo e crescem bem 
entre 33 e 35ºC em meios de cultura comumente utilizados na rotina laboratorial. 
Alguns podem crescer em temperaturas acima de 40ºC, característica esta, que pode 
ser utilizada na diferenciação das principais espécies. Apresentam as reações de 
oxidase negativa e catalase positiva. Em meios de cultura sólidos, as colônias 
possuem aspecto liso, de cor amarelo-pálido ou branco-acinzentado. A produção de 
pigmento marrom pode ser observada em algumas amostras ambientais (Pagel & 
Seyfried, 1976). No meio de cultura MacConkey, por exemplo, as colônias podem 
apresentar-se transparentes ou róseas, pois não utilizam a lactose como fonte de 
carbono (Von Graevenitz, 1995). São microrganismos estritamente aeróbios (Juni, 
1972). 
 A situação taxonômica do gênero Acinetobacter tem passado por uma série 
de modificações, desde o seu primeiro relato de isolamento em 1909, a partir do solo, 
com a denominação de Micrococcus calco-aceticus (Baumann, 1968a; Baumann, 
1968b; Baumann, 1968c). De acordo com o Manual Bergey de Bacteriologia e 
Sistemática de 1984 e o seu resumo publicado em 1994 , os gêneros Acinetobacter, 
Neisseria, Kingella e Moraxella pertencem à família Neisseriaceae, porém, com base 
na hibridização DNA-DNA e na análise filogenética da seqüência do rDNA foi sugerido 





para a família Moraxellaceae. Contudo, em função da heterogeneidade bioquímica e 
genética entre os membros do grupo, estudos adicionais foram recomendados para 
que taxonomia deste gênero fosse definida (Bovre, 1984, Bouvet et. al., 1987; 
Tjernberg & Ursing 1989; Dijkshoorn, 1998) . 
 Além do problema taxonômico relativo à denominação do gênero 
Acinetobacter, uma discussão ainda maior existe na literatura para que as espécies 
sejam claramente classificadas. Atualmente, o gênero Acinetobacter pode ser dividido 
por meio da hibridização DNA-DNA em pelo menos 21 genoespécies diferentes 
(Ehrenstein et al., 1996). Testes fenotípicos permitem uma identificação presuntiva da 
maioria das espécies, mas mesmo as principais galerias de testes bioquímicos são 
insuficientes para a identificação correta de todas as espécies genômicas de 
Acinetobacter (Bernards et al., 1996). 
 Para identificação do gênero Acinetobacter, estudos taxonômicos mais recentes, 
em sua maioria, utilizam-se de uma associação de métodos fenotípicos (utilização de 
22 fontes de carbono) e métodos genotípicos de hibridização DNA-DNA, amplificação e 
clivagem do rDNA e, principalmente, o seqüenciamento das regiões 16S e 23S do 
rRNA, sendo o seqüenciamento da região 16S o mais utilizado (Carr et al.,2002; 
Harmsen et al., 2001; Nemec et al., 2003). Estes estudos sugerem que novas espécies 
sejam incorporadas ao gênero Acinetobacter o que deu origem a uma lista de espécies 
já nomeadas e outras ainda consideradas numericamente como genoespécies. Esta 
lista pode ser encontrada com atualização no site www.ncbi.nlm.nih.gov /Taxonomy, ou 






2.2. Infecções causadas por Acinetobacter spp.  
 O gênero Acinetobacter tem se destacado, desde o início dos anos setenta, 
como um patógeno oportunista emergente, causando freqüentemente graves infecções 
nosocomiais, principalmente na forma de surtos e, esporadicamente, casos de 
infecções na comunidade (Villegas & Hartstein, 2003; Kanemoto, 2003). Apesar da sua 
baixa virulência, este patógeno constitui um sério problema terapêutico devido ao 
aumento e disseminação de amostras multirresistentes no Brasil e no mundo 
(Karlowsky et al., 2003; Sader et al., 1999; Gales, et al., 2001, Montefour, 2008). 
A versatilidade nutricional dos microrganismos pertencentes a este gênero 
facilita a sua adaptação ao meio ambiente, podendo ser isolado até mesmo em 
geleiras (Christner, et al., 2003; Zeana et al., 2003). Seu caráter ubiqüitário pode ser 
facilmente demonstrado, pois esse gênero é freqüentemente isolado em água doce ou 
salina (Bifulco et al., 1989), no solo (Baumann, 1968a) e em esgotos (Warskow & Juni 
1972), onde representam cerca de 50% dos microrganismos isolados. Até mesmo em 
solventes orgânicos aromáticos, como o petróleo, foram identificadas bactérias do 
gênero Acinetobacter (Petukhov et al., 2000).  
A presença de Acinetobacter spp. em vegetais foi verificada por Berlau et. al. 
em 1999 e permitiu a sugestão de que esta seria uma possível via de entrada destes 
microrganismos nos hospitais (Zeana et al., 2003). Entretanto, Zeana et al., 
demonstraram, que a fonte de contaminação humana com cepas multirresistentes 
parece não ser a partir de reservatórios comunitários e, sim, de reservatórios existentes 
no próprio ambiente hospitalar (Zeana et al., 2003). 
Apesar do seu caráter oportunista, as espécies de Acinetobacter possuem 





envolvidas em quadros infecciosos. O gênero Acinetobacter raramente tem sido 
envolvido em infecções na comunidade (Wang et al., 2002; Anstey et al., 1992), 
embora, nos últimos anos, novos casos têm sido destaque na literatura, até mesmo 
associado à colonização prévia sugerindo um aumento na característica patogênica 
deste microrganismo (Anstey et al., 2002; Villegas et al., 2002). Ao contrário, seu papel 
como patógeno hospitalar vem sendo demonstrado na literatura mundial desde os anos 
70 e, tem aumentado a cada ano, sendo que, neste ambiente a espécie A. baumannii é 
a mais freqüentemente reportada (Bergogne-Berezin, 1994). 
No ambiente hospitalar, Acinetobacter tem sido relatado como responsável por 
infecções graves como bacteremias e sepse (Seifert et al., 1992; Smego, 1985;  Westh 
et al., 1991), infecções respiratórias (Anstey et al., 1992; Buxton et al., 1978; Hartstein 
et al., 1988), infecções urinárias (Hoffmann et al., 1982), endocardites (Gradon et al., 
1992), peritonites  (Sureda et al., 1988), meningites (Morgan & Hart 1982) e infecções 
em queimados (Sherertz & Sullivan, 1985). Esse microrganismo pode ser isolado em 
diversos sítios anatômicos, principalmente, no trato respiratório inferior e o no trato 
urinário (Joly-Guillou et al., 1992). Acinetobacter spp. é o segundo bacilo Gram-
negativo não fermentador mais comumente isolado em espécimes clínicos. Alguns 
fatores predispõem a ocorrência de infecções por Acinetobacter spp. como, 
antibioticoterapia prévia, procedimentos invasivos, doença crônica, imunossupressão e 
neoplasias (Villegas, 2003; Seifert et al., 1995).  
A respeito do modo de transmissão em ambiente hospitalar, o gênero 
Acinetobacter pode ser disseminado, principalmente, pelas mãos contaminadas (Musa 
et al., 1995), água (Pina et al., 1998), colchões (Sherertz & Sullivan, 1985), 





freqüentemente encontrado em umidificadores (Gervich & Grout, 1985; Schloesser, 
1990), cateteres (Pillay et al., 1999) e tubos endotraqueais (Pawar et al., 2003), 
favorecendo a ocorrência de surtos de infecções hospitalares, uma vez que 
Acinetobacter spp. podem sobreviver por 21 a 32 dias em objetos inanimados e em 
superfícies secas ou úmidas (Seifert, 1998). 
 As infecções hospitalares prolongam os dias de permanência dos pacientes 
nas unidades de terapia intensiva (UTI), elevando consumo de antibióticos e também o 
índice de mortalidade (Munoz-Price & Weinstein, 2008). 
 A incidência sazonal de infecção por Acinetobacter spp. foi reportada pela 
primeira vez, em 1979, por Retailliau e colaboradores que demonstraram o aumento da 
ocorrência de infecções no verão tardio e início do inverno e relacionaram este fato às 
mudanças na temperatura e na umidade (Retailliau et. al. 1979). Fato semelhante foi 
observado vinte anos depois por McDonald e colaboradores que analisaram a 
porcentagem de infecções por Acinetobacter spp. reportadas pelo sistema National 
Nosocomial Infection Surveillance (NNIS), entre 1987 e 1996, e encontraram um 
aumento no número de infecção durante os meses de verão tardio (McDonald et 
al.1999). As razões para a ocorrência deste fenômeno ainda não foram totalmente 
esclarecidas, mas acredita-se que exista uma relação entre o aumento da umidade e 
da temperatura ambiental ao crescimento desses microrganismos. 
 
2.3. Resistência a antimicrobianos em amostras de Acinetobacter spp.  
 A resistência bacteriana a antimicrobianos tem se tornado um importante 





Blanco et al.,2000). Uma grande variedade de patógenos, que eram anteriormente 
sensíveis, tem adquirido resistência a um número cada vez maior de antibióticos. Além 
disso, microrganismos intrinsicamente mais resistentes, Acinetobacter spp., até pouco 
tempo extremamente raros no ambiente hospitalar, têm se tornado cada vez mais 
freqüentes (Jones, 2001; Forster & Daschner, 1998). 
 Para alguns agentes antimicrobianos, os mecanismos de resistência são 
conhecidos, enquanto que para outras classes há uma combinação de vários 
mecanismos, muitos deles ainda pouco compreendidos. Os mecanismos de resistência 
podem se dividir basicamente quanto a sua origem em dois grupos: aparecimento por 
meio de mutação celular ou pela aquisição de genes de resistênia (Bergogne-Bérézin & 
Towner, 1996).  
 Os principais mecanismos de resistência encontrados em amostras de 
Acinetobacter spp. são: (i) alterações nas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs); (ii) 
perda ou diminuição na expressão de proteínas de membrana externa (porinas); (iii) 
hiperexpressão de bombas de efluxo; e, (iv) produção de -lactamases. Recentemente 
sistemas de efluxo responsáveis por conferir resistência a antimicrobianos não 
relacionados tem sido descritos (Higgins et al., 2004).  
 
 2.3.1. Alteração do sítio de ação dos antimicrobianos 
A interação do antibiótico com o seu sítio de ação como por exemplo, a 
alteração nas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) é geralmente específico, e uma 
variação mínima na molécula pode causar um importante efeito na ligação do 





As PBPs são os sítios de ação de uma das mais importantes classes de 
antimicrobianos: os -lactâmicos. As (PBPs) são carboxipeptidases e transpeptidases 
localizadas na membrana citoplasmática que atuam na etapa final da síntese do 
peptideoglicano bacteriano, catalisando a transpeptidação entre as duas subunidades 
de mureína (Spratt & Cromei, 1998). Algumas delas atuam como enzimas líticas 
favorecendo a formação do septo para a divisão celular, e outras nas etapas finais de 
estrutura e formação da parede bacteriana (Spratt & Cromei, 1998). A resistência aos 
antimicrobianos -lactâmicos devido a alterações nas PBPs é mais comum em 
microrganismos Gram-positivos. A inibição destas enzimas (PBP) por parte dos 
antimicrobianos -lactâmicos produz a morte bacteriana pela lise celular. 
 Em Acinetobacter spp. já foram relatadas alterações na expressão e na 
afinidade das distintas PBPs aos diferentes -lactâmicos, mais recentemente, em 2003, 
Fernandez-Cuenca e colaboradores indicam que a redução na expressão de PBP2, 
associada à produção de -lactamase, foi o mecanismo mais freqüente de resistência 
aos carbapenens em amostras de A. baumannii na Espanha (Fernandez-Cuenca, 
2003; Buijs et al., 2008; Russo et al., 2009). 
 Outra classe de agentes antimicrobianos, cuja resistência em Acinetobacter spp. 
tem sido associada à alteração no sítio de ação é a classe das quinolonas. Os 
principais alvos de ação desses antimicrobianos são as topoisomerases II (DNA girase) 
e topoisomerases IV, enzimas necessárias à duplicação do DNA bacteriano e, 
conseqüentemente, à proliferação de novas células. A topoisomerase II e a 






A resistência às quinolonas ocorre de maneira gradual e cumulativa e está 
relacionada às mutações seqüenciais ocorridas nos genes gyrA e gyrB, parC e parE 
que codificam as subunidades GyrA e GyrB, ParC e ParE das topoisomerases 
(Hooper, 2000). Embora as bases moleculares da resistência às quinolonas em 
Acinetobacter spp. ainda não estejam totalmente elucidadas, estudos demonstram que 
a resistência à ciprofloxacina está associada a uma única mutação no gene gyrA 
enquanto que para as novas quinolonas, como moxifloxacina, são nececessárias duas 
mutações, uma no gene gyrA e outra adicional no gene parC (Spence & Towner, 2003; 
Vila et al., 2002; Higgins, 2004). 
 
 2.3.2. Produção de -lactamases 
 O principal mecanismo de resistência das bactérias Gram-negativas aos -
lactâmicos é decorrente da produção de enzimas que catalisam a hidrólise do anel -
lactâmico conhecidas como -lactamases (Livermore, 1995). Isto se dá pelo fato de 
que, nas bactérias Gram negativas, estas enzimas ficam estrategicamente localizadas 
no espaço periplasmático, podendo alcançar maiores concentrações e agir de modo 
mais eficaz sobre os -lactâmicos antes destes atingirem o seu alvo de ação, as PBPs 
(Bush et al., 1995). Algumas -lactamases utilizam íons zinco como cofatores 
enzimáticos, enquanto a grande maioria opera via produção de ésteres de serina 
(Livermore, 1995). 
 A resistência aos -lactâmicos decorrente a produção de -lactamase irá 
depender da quantidade de enzima produzida, da sua habilidade em hidrolisar o 





membrana externa bacteriana (Livermore, 1991). As -lactamases são produzidas por 
inúmeras espécies bacterianas, apresentando grande diversidade. Além disso, o gene 
que codifica a sua produção pode estar localizado no DNA cromosômico ou no DNA 
extracromossômico (Medeiros, 1984). 
 Uma série de novas -lactamases tem sido descobertas, mas ainda a 
classificação mais utilizada é aquela proposta por Bush, Jacoby e Medeiros em 1995 
que é uma versão mais atualizada da classificação anterior proposta por Bush e 
colaboradores em 1989 (Bush et al. 1995). Essa classificação combina as 
características estruturais e funcionais das -lactamases e esta dividida em quatro 
grupos. Com o advento de novas e importantes enzimas Bush, em 2001, adaptou sua 
classificação anterior adicionando à mesma a principal forma de aquisição dos genes 
codificadores das -lactamases (Bush, 2001). A nova versão desta classificação é 













 Características funcionais 
Nº estimado de 
enzimas 




Enzimas cromossômicas e plasmidiais dos Gram-
negativos. Isoladamente conferem resistência a todos 
os -lactâmicos, exceto carbapenens. Não são inibidas 
pelo ácido clavulânico. 
32         51 
2  
 
A, D  
Grande maioria das enzimas é inibida por ácido 
clavulânico 




Penicilinases produzidas por Staphylococcus spp. e 
Enterococcus spp. Conferem altos níveis de resistência 
às penicilinas 




-lactamases de espectro reduzido de bactérias Gram-
negativas. Inclui TEM-1 e SHV-1. 




-lactamases de espectro ampliado conferem 
resistência às cefalosporinas de amplo espectro e 
monobactâmicos (ESBLs) 




-lactamases derivadas da TEM resistentes aos 
inibidores de -lactamases (IRT) 
9         24 




Enzimas que hidrolisam a cloxacilina (oxacilina); pouco 
inibidas pelo ácido clavulânico 
18         31 
 2e  A  Cefalosporinases inibidas pelo ácido clavulânico 19         20 
 2f  
 
A  
Enzimas que hidrolisam carbapenens com sítio ativo 
serina, inibidas pelo ácido clavulânico 
3          4 
3 3ª, 3b, 3c 
 
B  
Metalo--lactamases que conferem resistência aos 
carbapenens e todos os outros -lactâmicos com 
exceção dos monobactâmicos. Não são inibidas por 
ácido clavulânico, tazobactam e sulbactam 




Enzimas não seqüenciadas que não se encaixam em 
outros grupos 
4         9 





 No gênero Acinetobacter, já foram identificadas -lactamases de todos os 
grupos definidos por de Bush, Jacoby e Medeiros, e de todas as classes 
moleculares definidas por de Ambler (Poirel & Nordmann, 2006a). 
  2.3.2.1. -lactamase do tipo AmpC 
 As -lactamases do grupo 1 de Bush, Jacoby e Medeiros (Bush et al. 1995); 
classe molecular C de Ambler (Ambler, 1980), conhecida como -lactamases do tipo 
AmpC, são enzimas cromossômicas ou plasmidiais podendo ser induzíveis ou não. 
Na ausência de -lactâmicos, é normalmente produzida em baixos níveis, mas na 
presença de -lactâmicos indutores como, por exemplo, cefoxitina e imipenem, a 
produção pode aumentar de 100 a 1000 vezes (Jones, 1998; Philippon, 2002). 
As -lactamases do tipo AmpC conferem resistência às penicilinas, inclusive 
as associações com inibidores de -lactamases (sulbactam, tazobactam e ácido 
clavulânico), cefalosporinas de 1º, 2º e 3º gerações, e aos monobactâmicos 
(aztreonam). 
O aumento da expressão de AmpC pode ocorrer em função do antimicrobiano 
agir como indutor da produção dessa enzima. Alguns -lactâmicos como a cefoxitina 
e o imipenem são potentes agentes indutores, podendo aumentar de 100 a 600 
vezes a expressão dessas -lactamases (Jones, 1998). Quando os antimicrobianos 
indutores são retirados, a produção pode voltar a níveis basais (Sanders et al., 
1997). 
 Embora essas -lactamases sejam reportadas com maior freqüência entre as 





Serratia marcescens, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Proteus 
vulgaris e Morganella morganii), também já foram detectadas no gênero 
Acinetobacter  (Dane, et al., 2002; Bou, 2000a). Estudos apontam para o fato de que 
a presença deste grupo de enzimas em amostras de Acinetobacter spp. é alta 
podendo alcançar até 82% (Danes, et al., 2002). Um fato mais preocupante é a 
possibilidade destes genes responsáveis pela hiperprodução de AmpC em 
Acinetobacter spp. se encontrarem em seqüências de inserção que facilmente 
poderão ser associadas a um forte promotor resultando em altos níveis de 
resistência às cefalosporinas (Corvec, et al., 2003). 
2.3.2.2  -lactamase de Espectro Ampliado (ESBL)  
 No grupo 2 da classificação de Bush, Jacoby e Medeiros (Bush et al. 1995) 
estão as -lactamases mediadas por plasmídios e que, geralmente, são inibidas 
pelos inibidores de -lactamase como ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam. 
Elas estão divididas segundo a classificação molecular de Ambler em duas classes 
A e D (Ambler, 1980). 
 As -lactamases pertencentes ao grupo 2 da classificação de Bush, Jacoby 
e Medeiros e a classe molecular A de Ambler, conhecidas como -lactamases de 
espectro ampliado (extended spectrum -lactamases - ESBL), são geralmente 
encontradas em membros da família Enterobacteriaceae. Elas conferem resistência 
às cefalosporinas de amplo espectro e aos monobactâmicos, mas não aos 
carbapenens (Bush et al. 1995). 
 Até 2003, PER-1 foi a única ESBL descrita em Acinetobacter spp., na Europa 
e na Ásia (Yong et al. 2003; Vahaboglu et al. 1997). Em agosto de 2003, uma outra 





produtoras de VEB-1 pertenciam a um mesmo clone e foram responsáveis por um 
surto de infecção em um hospital em Valência na França (Poirel et al., 2003). 
 Mais recentemente uma nova ESBL foi descrita em isolados clínicos de 
Acinetobacter spp. denominada SCO-1 que hidrolisa penicilina em altos graus e 
cefalosporinas, mas carbapenens em baixos níveis (Poirel et al., 2007).  
 Entre os antimicrobianos -lactâmicos, os carbapenens são os agentes mais 
potentes e possuem grande estabilidade frente à hidrólise por grande parte das -
lactamases (Senda et al. 1996). Entretanto, recentemente, têm sido relatados 
isolados clínicos de Acinetobacter spp., P. aeruginosa e alguns gêneros da família 
das Enterobactérias exibindo resistência a esses agentes (Chu et al., 2001; Poirel & 
Nordmann, 2002). 
2.3.2.3 Carbapenemases 
 A resistência aos carbapenens em Acinetobacter ssp. é atribuída a varias 
causas, tal como a redução da expressão de proteínas de membrana externa 
(29kDa, 33-36kDa) e produção de carbapenemases (Quale, 2003). Alguns isolados 
de Acientobacter spp. resistentes aos carbapenens podem produzir metalo-β-
lactamase-MβL (Ambler classe B) ou mais comumente, enzimas do tipo OXA 
(Ambler classe D ou oxacilinases) (Urban, 2003). 
 As MβLs possuem quatro características principais: (i) atividade contra os 
carbapenens; (ii) não hidrolisam os monobactâmicos, como aztreonam; (iii) são 
inibidas por agentes quelantes, como, EDTA, e derivados de thiol e, (iv) geralmente, 
requerem íons Zn+2 ou outros cátions divalentes como co-fator (Laraki et al., 1999). 





como Bacillus cereus, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp. e 
Chryseobacterium meningosepticum (Nordmann & Poirel, 2002). 
 O primeiro relato de uma ML, IMP-1; transferível ocorreu em 1991, em um 
isolado clínico de Serratia marcescens no Japão, onde os carbapenens têm sido 
utilizado amplamente (Watanabe et al., 1991). Após oito anos, em 1999, a segunda 
MβL, denominada VIM-1 foi caracterizada em uma amostra de P. aeruginosa isolada 
em Verona, Itália (Lauretti et al., 1999) 
 O gene blaIMP-1 freqüentemente é encontrado em genes cassetes, inseridos 
em integrons da classe 1 (Laraki et al., 1999b), que além de carregarem o gene 
blaIMP-1 também carregam outros genes de resistência (Arakawa et al., 1995).  
 Somente em 2003, pela primeira vez, uma amostra de A. baumannii 
produtora de ML, IMP-1, foi descrita no Brasil. O isolado foi proveniente de uma 
cultura quantitativa de secreção traqueal de um paciente internado na UTI geral do 
Hospital São Paulo no ano de 2000 (Gales, 2003). 
 Atualmente, existem oito diferentes tipos de MβL descritas mundialmente, 
IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, AIM, KLM e, mais recentemente NDM. 
 As ML do tipo SPM, GIM e SIM não tem sido isoladas fora do país de 
origem. Entretanto, isolados portadores de VIM e IMP se disseminaram 
mundialmente (Queenan & Bush, 2007). Desde então, já foram descritas 22 
variantes de IMP, em diferentes regiões geográficas e 18 diferentes tipos de VIM, a 
maior parte na Europa, mas variantes também foram encontradas na América do 
Norte, na América Latina e na Ásia (Galani et al., 2004; Libisch et al., 2004; Mendes 





 As oxacilinases são um importante grupo de β-lactamase descritas em 
Acinetobacter spp. Essas enzimas são pertencentes ao grupo 2 da classificação de 
Bush, Jacoby e Medeiros (Bush, 1995), porém agrupadas na classe molecular D de 
Ambler (Ambler, 1980). Este grupo de -lactamases possui como substrato 
preferencial a oxacilina, e são inibidas fracamente pelo ácido clavulânico. Estas 
enzimas não dependem do zinco como co-fator de atividade. A. baumannii produz 
intrinsicamente alguns tipos dessa β-lactamase, como por exemplo as variantes das 
oxacilinase tipo OXA 51 e 69. 
 Algumas enzimas da família das oxacilinases possuem atividade hidrolítica 
contra os carbapenens e são, geralmente, encontradas em Acinetobacter spp. 
(Walther-Rasmussen, 2006). Essas enzimas, em sua maioria, são codificadas por 
genes inseridos em cassetes de integron de classe 1 (Recchia & Hall, 1995). Porém, 
as carbapenemases de Acinetobacter spp. são codificadas por genes cromossomais 
(Afzal-Shah  et al., 2001), com exceção da oxacilinase OXA-23 (anteriormente 
designada como ARI-1), cuja produção é mediada por um gene plasmidial (Senda et 
al., 1996).  
 Três principais tipos de β-lactamase da classe D que hidrolizam carbapenens 
em A. baumannii têm sido descritas, sendo as oxacilinases do tipo OXA-23, OXA-40 
e OXA-58 (Poirel et al., 2008). Essas enzimas conferem uma diminuição na 
sensibilidade ou resistência aos carbapenens em A. baumannii (Héritier et al., 
2005a).  
 O primeiro relato de OXA -lactamase com atividade de hidrolisar carbapenens 
foi descrita por Paton em 1993. Essa enzima foi encontrada em uma amostra clínica 





Escócia (Paton et al..1993). Posteriormente, outras OXA -lactamases foram 
descritas em amostras de Acinetobacter spp. em diferentes países e, em alguns 
casos causando surtos (Afzal-Shah  et al., 2001; Lopez-Otsoa  et al. 2002). Por 
exemplo, OXA-23 tem sido identificada em surtos de Acinetobacter spp. resistentes 
aos carbapenens no Brasil, Colombia, Reino Unido, Korea, Thaiti, e China (Dalla-
Costa et al., 2003; Jeong et al., 2006; Naas  et al., 2005; Villegas  et al., 2007; Wang 
et al., 2007; Zhou et al., 2007). OXA-24 e OXA-40 foram encontradas em clones de 
Acinetobacter spp. causando surtos hospitalares na Espanha e  Portugal (Bou et al., 
2000b; Lopez-Otsoa et al.,2002; Da Silva, et al., 2004). OXA-40 foi também a 
primeira OXA carbapenemase reportada nos Estados Unidos (Lolans et al., 2006). 
Acinetobacter  spp. produtores de OXA-23 e OXA- 58 carbapenemases causaram 
múltiplas infecções em soldados americanos que serviram o Iraque e o Afganistão 
entre 2003 e 2005 (Hujer et al., 2006; Jones et al., 2006) . 
 Embora a produção de oxacilinases conferia redução da sensibilidade ao 
carbapenens, o alto nível de resistência aos carbapenems é observado apenas 
quando a produção destas enzima é associada a hiperexpressão de mecanismos 
adicionais de resistência como sistema de efluxo (Marques et al,, 2005; Poirel et al., 
2006a). Esse fato foi identificado primeiramente, na França, em 2003, e, atualmente 
é reportado mundialmente em isolados clínicos de A. baumannii (Peleg et al., 2006., 
Poirel et al., 2006b, Ruiz, et al., 2007;Salazar  et al, 2007) 
 Recentemente, o número de OXA-cabapenemases tem aumentado 
gradativamente, e elas estão divididas em oito grupos (Walther-Rasmusses, 2006). 
Além disso, há evidência crescente que o A. baumanni codifica naturalmente o gene 





Woodford, 2006) Semelhante a maioria das outras OXA-carbapenemases, a enzima 
OXA-51- like mostra fraca atividade contra os carbapenens, entretanto, a inserção 
de  da seqüência ISAbal upstream do gene blaoxa-51-like  pode ativar um gene 
promotor que permite a hiperexpressão de carbapenemase, e isso resulta na 
resistência aos carbapenens (Turton, 2006b). 
 Até o momento, foram identificados 147 tipos de OXA -lactamases, dos quais 
9 são -lactamase de espectro ampliado e pelo menos 37 são consideradas 
carbapenemases (Walther-Rasmussen & Hoib, 2006).  
 
2.3.3. Alteração da permeabilidade de membrana externa 
 2.3.3.1 Porina 
Porinas são proteínas presentes na membrana externa das bactérias Gram-
negativas, essas proteínas são capazes de formar canais constituídos de água no 
seu interior. Estes canais são responsáveis pelo transporte de solutos hidrofílicos e a 
extrusão de produtos não utilizados pela célula bacteriana (Nikaido, 1994; Vila et al., 
2007). 
 Na nomenclatura das porinas, utiliza-se o termo Omp do inglês “outer 
membrane protein” de E. coli, microrganismo no qual elas foram sistematicamente 
estudadas.  
 A variação na estrutura dessas OMPs contituem uma estratégias para 
sobrevivência que tem sido desenvolvida por algumas bactérias. Essas porinas 
podem apresentar um significante papel nos mecanismos de resistência aos 





 As porinas podem aumentar ou diminuir as taxas de penetração dos 
antibióticos -lactâmicos na célula bacteriana (Nitzan, 20029). Cada microrganismo 
possui características próprias e, quanto à permeabilidade da membrana externa, 
sabe-se que a membrana de P.aeruginosa é 100 vezes menos permeável do que a 
membrana externa de E. coli (Parr, 1987; Yamazaki 1989). Sato & Nakae em 1991, 
sugeriram, através de experimentos, que a permeabilidade da membrana externa de 
A. baumannii é ainda menor que aquela encontrada em P.aeruginosa (Sato, 1991), 
fato que influencia na entrada de antimicrobianos no interior da bactéria. Vila e 
colaboradores também confirmaram a redução da permeabilidade da memrana de  
Acinetobacter spp. em relação àquela apresentada por E. coli (Vila et al., 2007). 
Uma propriedade ainda não muita bem esclarecida em isolados de A. 
baumannii é a respeito da permeabilidade da membrana externa. Entretanto, um 
pequeno número de porinas pode explicar um decréscimo na permeabilidade de 
membrana externa de A. baumanni (menor que 5%) (Obara, 1991).  
Em algumas espécies, é claramente reconhecida a importância da perda, 
hiper ou diminuição da expressão de uma ou mais OMPs na resistência aos 
antimicrobianos (Livermore, 2001). Porém em Acinetobacter spp. ainda não é bem 
definido quais são as OMPs associadas à resistência aos diversos antimicrobianos. 
Vários estudos têm observado que a diminuição da expressão de algumas OMPs 
tem sido associada a resistência antimicrobiana em A. baumannii (Sato, 1991; Bou, 
2000b; Mussi, 2005). Recentemente, tem sido descrita e caracterizada em diferentes 
espécies de Acinetobacter porinas da familia OmpA (Nikaido, 2003). Essas porinas 
estão relacionadas ao transporte de β-lactâmicos e sacarídeos de aproximadamente 





Mais recentemente, Sirot e colaboradores indicaram que a perda de uma 
OMP de 29 KDa foi responsável pela resistência a imipenem em A. baumanni (Siroy 
et al., 2005, Mussi, 2005). Essa porina é denominada CarO e pertence à nova 
família β-Barrel aparentemente restrita apenas em microrganismos da família 
Moraxellaceae. Ainda em 2005, Tómas verificou que a perda ou diminuição de uma 
porina de 33-36KDa também estaria relacionada com a resistência aos carbapenens 
(Tomás, 2005). 
Finalmente, uma outra Omp descrita em Acinetobacter é a OmpW, que 
apresenta alta homologia com as OmpW encontradas em E. coli e P. aeruginosa. A 
função desta porina em A. baumannii ainda não é bem esclarecida, entretanto, a 
diminuição da expressão desta porina parece estar relacionada com a resistência in 
vitro à colistina (Vila et al., 2007; Hong, 2006). 
 2.3.3.2. Hiperexpressão de bomba de efluxo  
 O sistema de efluxo funciona devido à atuação de proteínas de membrana 
especializadas envolvidas na extrusão de substratos tóxicos de dentro da célula 
para o ambiente externo (Weebber, 2003).   
 O sistema de efluxo é expresso em todas as células vivas, esse sistema atua 
principalmente na proteção celular contra efeitos tóxicos. Entretanto, em bactérias 
multirresistentes estes sistemas de tranporte podem estar hiperexpressos (Nikaido, 
2001).  
 O sistema de bombas de efluxo pode transportar substratos específicos ou 
compostos com estruturas bem variadas (Weebber, 2003). Atualmente, seis famílias 





nodulation-division family ou RND, iii) SMR - staphylococcal multidrug resistance 
family, iv) ATP-cassete transporters, v) MATE – multdrug and toxic compound 









Figura 1. Esquema representativo da principais famílias de sistema de efluxo 
localizado na membrana de bactérias Gram-negativas. 
 
Em A. baumannii a resistência antimicrobiana mediada pela expressão de 
sistemas de efluxo está geralmente associada aos sistemas das famílias MFS e 
RND. Alguns sistemas de bombas de efluxo já descritos em Acientobacter spp. e a 
sua atividade aos diversos agentes antimicrobianos podem ser visualizados em 







Tabela 2. Atividade dos sistemas de bomba de efluxo descritos em A. baumannii. 
Bomba de efluxo Família Antimicrobianos 
Tet (A) MFS Tetraciclina 
TET (B) MFS Tetraciclina, minociclina 
CmlA MFS Cloranfenicol 
AdeABC RND 
Aminoglicosídeo, β-lactâmico, cloranfenicol, 
eritromicina, tetraciclina, brometo de etidio e 
diminuição da sensibilidade às fluoroquinolonas 
AbeM MATE 
Norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, 
gentamicina, triclosan, acriflavina, daunorubicina, 
rodamina, brometo de etidio, etc. 
(Adaptado do artigo de Vila et al., 2007) 
O sistema de efluxo Tet, pertencente à família MFS, é um dos mais 
importantes mecanismos de resistência à tetraciclina em bactérias Gram-negativas 
(Vila et al. 2007). Esse gene pode estar presente em transposons e inserido em 
plasmídio, esse sistema é regulado pela presença da tetraciclina. A hiperexpressão 
desta bomba de efluxo não afeta as novas tetracilinas como as glicilciclinas (Vila et 
al. 2007). 
Um outro de sistema de efluxo descrito em Acinetobacter spp. é o AbeM 
pertencente a família MATE. Esse sistema é responsável pela redução da MIC 
(maior que 4 vezes) para norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina e gentamicina. Da 
mesma maneira, reduz a MIC em até 2 vezes para canamicina, eritromicina, 
cloranfenicol e trimetoprim (Sue et  al., 2005).  
Estudos de resistência antimicrobiana mediada por sistemas de efluxo ativo 





antimicrobianos tem sido identificado e estudado mais detalhadamente em amostras 
de Acinetobacter spp. (Higgins et al, 2004; Magnet et al., 2001). 
Atualmente, a hiperexpressão da bomba de efluxo AdeABC, pertencente a 
família RND, tem sido freqüentemente reportada em Acinetobacter spp. (Ruzin, 
2007; Vila, 2007; Marchand 2004). Essa bomba de efluxo necessita de prótons para 
expelir a droga para o exterior da célula. A maioria desse transporte interage com 
uma proteína de fusão de membrana (MFP – membrane fusion protein) e uma Omp. 
Assim, o sistema de efluxo AdeABC é composta por três componentes:  
 AdeA: é a MFP; 
 AdeB: é o transportador (bomba); 
 AdeC: proteína de membrana externa (porina). 
A hiperexpressão da bomba AdeABC pode conferir resistência aos 
aminoglicosídeo, β-lactâmicos, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina e brometo de 
etídio (Magnet, 2001; Marchand, 2004). Aém disso, a bomba AdeB também tem sido 
associada com a redução da sensibilidade as fluoroquinolonas (Higgins, 2004). 
A presença da Omp AdeC não é essencial para causar resistência porque 
esse sistema de efluxo pode ser associado a outras Omps como por exemplo AdeK 
(Marchand, 2004). Essa Omp parece estar ligada a um novo sistema de efluxo em 







 Recentemente, o aparecimento de bactérias com resistência a todos 
antimicrobianos disponíveis é maior em bactérias Gram-negativas, principalmente 
entre os isolados clínicos de P. aeruginosa e A. baumannii  (Zavascki, 2007; Rahal, 
2006). A falta de opção para o tratamento de infecções graves, causadas por esses 
microrganismos multirresistentes, tem restaurado a utilização parenteral das 
polimixinas (Levin et al., 1999). 
 As polimixinas, são antimicrobianos originários de um produto natural da 
fermentação do Baccillus polymyxa e pertencem à classe dos poliptídeos. Das cinco 
polimixinas reconhecidas (A, B, C, D, E), somente as polimixinas B e E (colistina) 
são utilizadas clinicamente (Storm, 1977). 
 A ação detergente sobre as membranas, principalmente em bactérias Gram-
negativas, leva a rápidas mudanças na permeabilidade da membrana citoplasmática 
e, consequentemente, à morte celular (Wiese et al., 1998). Por este mecanismo de 
ação sobre as membranas, seus efeitos tóxicos são importantes (Koch-Weser et al., 
1970). Este fato fez com que esta classe de drogas passasse a ter uma utilização 
mais restrita, deixando até mesmo de existir um critério para interpretação dos 
resultados dos testes de sensibilidade após 1976 (Gales et al., 2001). 
 Estudos mais recentes têm demonstrado que a utilização de polimixina B, em 
casos graves de infecções, é efetiva a apresenta menor toxicidade que 
anteriormente relatada (Levin, 2003; Ouderkirk et al., 2003; Zavascki, 2007). 
 No Brasil, particularmente no Hospital São Paulo /EPM/UNIFESP/São Paulo, 





resistentes à polimixina B. Considerando o fato de que esta classe de droga é 
utilizada em infecções causadas por amostras multirresistentes, o relato de amostras 
resistentes, causa uma grande preocupação pois haveria limitação nas opções 
terapêuticas disponíveis, restringindo-se basicamente às glicilciclinas para o 
tratamento destas infecções (Reis et al., 2003). 
 Um passo inicial e crítico em ação das polimixinas em bactérias Gram-
negativas é a interação eletrostática entre o peptídeo carregado positivamente e o 
LPS que é negativamente carregado (Clausell, 2007). Assim, a maioria dos 
mecanismos de resistência as polimixinas estão baseados namodificação do LPS o 
que para ou reduz o inicio dessa interação eletrostática. 
 A modificação da LPS não é o único mecanismo de resistência descrito em 
polimixina, a presença de cápsula e a alteração em algumas proteínas de membrana 
externa, como OmpH, OmpU, OmpW, também têm sido relatadas em amostras 
resistentes as polimixinas (Campos et al., 2004; Mathur & Waldor, 2004; Hong, 
2006). 
 
2.6. Concentração que previne o aparecimento de mutantes resistentes - MPC 
Diversas estratégias têm sido desenvolvidas com o objetivo de reduzir o 
desenvolvimento da resistência bacteriana. As estratégias mais freqüentemente 
aplicadas são a racionalização do uso e o rodízio de antimicrobianos. Apesar de 
evidências indicarem que estas estratégias quando utilizadas corretamente têm sido 





necessário portanto novas estratégias que tentem evitar a aquisição da resistência 
(Bonten 2002; Zhao & Drlica, 2008). 
Uma nova estratégia para evitar o surgimento de bactérias resistentes tem 
sido proposta. Este novo conceito proposto é baseado na concentração de 
antimicrobiano que previne o surgimento de bactérias mutantes resistentes, 
denominado MPC – “Mutant Prevention Concentration” (Blondeau et al., 2001; 
Drlica, 2001; Zhao & Drlica, 2001).  
Sabe-se que bactérias mutantes resistentes ocorrem naturalmente em uma 
população bacteriana mesmo antes de terem sido expostas a antimicrobianos. 
Infelizmente, não se conhece uma maneira de impedir que estes mutantes 
apareçam. Entretanto, estas mutações espontâneas ocorrem em uma freqüência 
muito baixa (10-6 ou 10-8) e o próprio sistema imune do paciente, na maioria das 
vezes, é capaz de eliminá-las. Porém, se há o surgimento de condições que 
favoreçam a seleção e a multiplicação destes mutantes, este equilíbrio é rompido e o 
número de mutantes aumentará gradualmente como ilustra a Figura 2 (Blondeau et 
al., 2004; Drlica, 2001; Zhao & Drlica, 2001). 
 
 




Concentração crescente de antimicrobiano 





Atualmente, os testes de sensibilidade utilizados para determinação da 
concentração inibitória mínima (MIC) são baseados na aplicação de um inóculo que 
pode variar de 104 - 105 UFC/mL. Este valor encontra-se abaixo do valor no qual 
mutantes resistentes ocorreriam naturalmente. Entretanto, quando se avalia a 
concentração de antimicrobiano que previne o surgimento de bactérias mutantes 
resistentes (MPC), um inóculo significantemente maior (≥ 1010 UFC/mL) tem sido 
utilizado (Drlica & Zhao, 2007). 
A MPC é definida como a menor concentração de antimicrobiano capaz de 
inibir o crescimento de bactérias mutantes resistentes quando uma concentração de 
bactérias ≥ 1010 UFC/mL é aplicada em placas de ágar contendo diferentes 
concentrações de antimicrobianos. A MPC também pode ser definida como a MIC 
das bactérias mais resistentes, ou seja, daquelas que sofreram algum tipo de 
mutação (Blondeau et al., 2001; Dong et al., 1999; Drlica, 2001; Zhao & Drlica, 
2001). 
 Algumas considerações podem ajudar a esclarecer a escolha de um inóculo 
contendo pelo menos 1010 UFC/mL (Blondeau et al., 2004; Drlica, 2003; Li  el 
al.,2002; Zhao & Drlica, 2001): 
i) amplo número de subpopulações de mutantes resistentes presentes no 
teste; 
ii) raramente infecções contêm mais do que 1010 organismos;  





 Os fatores que influenciam a MPC ainda não estão muito bem 
esclarecidos. Um recente estudo mostrou que a MPC não pode ser predita com a 
mesma precisão da MIC (Marcusson et al., 2005). 
 
2.7. Janela para seleção de mutantes 
Na década de 90, Baquero sugeriu que existia um intervalo de concentração 
antimicrobiana, onde mutantes eram selecionados freqüentemente (Baquero, 1990; 
Baquero, 1997), após ensaios realizados com E. coli produtora de ESBL e 
Enterobacter cloacae produtora de AmpC. O favorecimento do crescimento de 
mutantes resistentes ocorre em uma área denominada de “janela para seleção de 
mutantes” (“Mutant Selection Window”- MSW). Os limites dessa região foram 
posteriormente definidos quando a MPC foi determinada para as fluoroquinolonas 
(Blondeau et al., 2001; Dong et al., 2000; Hansen et al., 2003; Sindelar et al., 2000; 
Zhao & Drlica, 2002).  
Drlica e colaboradores observaram que a seleção de mutantes resistentes de 
Mycobacterium tuberculosis e Staphylococcus aureus para as fluoroquinolonas 
acontecia exclusivamente entre um intervalo específico denominado janela para 
seleção de mutantes resistentes. O limite inferior dessa janela seria a MIC, enquanto 
a concentração que impede o crescimento de mutantes seria a MPC. Portanto, a 
janela para seleção de mutantes se situa acima da concentração inibitória mínima 














Figura 3. Perfil farmacocinético hipotético demonstrando que a janela para 
seleção de mutantes fica localizada entre a MIC e MPC. (Adaptado do artigo do 
Drlica, 2003) 
Quando a concentração do antimicrobiano se situa na janela para seleção de 
mutantes resistentes, ou seja, entre os valores da MIC e da MPC, há um declínio no 
número de bactérias sensíveis, entretanto, são criadas condições para a seleção e o 
favorecimento do crescimento de bactérias mutantes resistentes (Blondeau et al., 
2004; Drlica, 2003). Assim, quando um amplo número de pacientes são tratados 
com concentrações dentro da MSW, a sensibilidade diminui gradualmente. 
Eventualmente a concentração antimicrobiana atinge um ponto, no qual o agente 
antimicrobiano torna-se ineficaz. Com intuito de restringir o desenvolvimento da 
resistência, a concentração antimicrobiana no local da infecção deve permanecer 
acima da MPC (Drlica, 2003). Quando isso não é possível, é recomendada a 
associação de agentes antimicrobianos para o tratamento da infecção afim de 







































 Como a distância entre a MIC e a MPC pode variar consideravelmente entre 
os diferentes antimicrobianos e de uma espécie bacteriana para outra, a extensão 
da janela para seleção de mutantes é específica para cada combinação bactéria 
versus antimicrobiano (Zhao & Drlica, 2002). Eliminar a janela para seleção de 
mutantes é o preceito básico para prevenir o favorecimento do crescimento de 
bactérias mutantes resistentes. Duas estratégias podem ser utilizadas para reduzir 
esta janela. 
Primeira: minimizar o tempo na qual a droga permanece no intervalo entre a MIC e a 
MPC, isso pode ocorrer utilizando antibióticos que passam rapidamente através da 
janela, depois da administração da primeira dose até o final do tratamento, e que 
durante o período do tratamento permanecem acima da MPC (Zhao & Drlica, 2001).  
Segunda: estreitar a janela para seleção de mutantes reduzindo a diferença entre a 
MIC e a MPC. Quanto menor a relação MPC:MIC, menor a chance dos 
antimicrobianos selecionarem mutantes resistentes. Então, a razão entre a MPC e a 
MIC, também pode ser utilizada para comparar os agentes antimicrobianos em 
relação à sua capacidade de selecionar mutantes resistentes (Zhao & Drlica, 2001; 
Drlica, 2003). 
O conceito da MPC vem sendo amplamente difundido baseado nos 
resultados obtidos de estudos que avaliaram a MPC das fluoroquinolonas entre as 
diversas espécies bacterianas, incluindo-se Gram-positivos, Gram-negativos e 
micobactérias (Zhao & Drlica, 2001, Hovde et al., 2003). O alto grau de resistência 
às fluoroquinolonas surge de maneira gradual e cumulativa através de mutações 





poucos os estudos publicados a respeito deste conceito para essas outras classes 
de antimicrobianos (Hovde et al., 2003;Gugel, 2006 ). 
Estudo realizado por Gugel e colaboradores demostraram que a avaliação da 
MPC pode identificar o β-lactâmico que menos favorece o aparecimento de 
subpopulações mutantes resistentes. Esse estudo foi realizado com amostras de P. 
aeruginosa e Acinetobacter  spp. Portanto, o uso da MPC pode também ser aplicada 
aos antimicrobianos β-lactâmicos para estes microrganismos. Esse estudo também 
enfatiza a importância da avaliação da MPC para selecionar a melhor dose de 
antimicrobiano para o tratamento de infecões, com intuito de minimizar o 









1. Determinar os antimicrobianos que possuam a menor relação 
MPC:MIC entre as amostras de Acinetobacter spp.  
 
2. Avaliar as mutações nas regiões determinantes de resistência às 
quinolonas dos genes gyrA e parC em amostras mutantes 
selecionadas resistentes às quinolonas. 
 
3. Avaliar o perfil das proteínas da membrana externa em amostras 
mutantes selecionadas resistentes às polimixinas, às cefalosporinas 
de amplo espectro e carbapenens. 
 
4. Avaliar a hiperprodução de β-lactamases do tipo AmpC em amostras 
mutantes selecionadas resistentes às cefalosporinas de amplo 










3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Amostra Bacteriana 
A fim de se obter apenas isolados sensíveis às fluoroquinolonas, 
cefalosporinas de amplo espectro, aos carbapenens e às polimixinas B; 50 
amostras clínicas de Acinetobacter spp. foram subcultivadas do Banco de 
Microrganismo do Laboratório Especial de Microbiologia Clínica (LEMC) da 
Universidade Federal de São Paulo/ EPM para confirmação da identificação e 
do perfil de sensibilidade, previamente realizados pelo Laboratório Central do 
Hospital São Paulo. As amostras foram provenientes de hemoculturas de 
pacientes hospitalizados no complexo do Hospital São Paulo entre o período 
de maio de 1993 a dezembro de 1999. Somente uma amostra por paciente foi 
incluída no estudo.  
A confirmação da identificação bacteriana e do perfil de sensibilidade 
foram realizados no LEMC. Para identificação bacteriana, foi utilizado testes 
bioquímicos convencionais e o sistema BBL “Crystal Identification Systems 
Enteric/Nonfermenter ID” (Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA). 
 
3.2. Determinação do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos 
Os isolados clínicos de Acinetobacter spp. foram inicialmente 
classificados como sensíveis às fluoroquinolonas, às cefalosporinas de amplo 
espectro, aos carbapenens e às polimixinas pela técnica de disco difusão e, 
posteriormente, tiveram o seu perfil de sensibilidade a antimicrobianos também 




determinado pela técnica de ágar diluição de acordo com as recomendações 
do CLSI (CLSI, 2006a; 2006b).  
Para o controle de qualidade dos testes de sensibilidade as amostras 
da American Type Culture Collection (ATCC) E. coli ATCC 25922 e 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram utilizadas. 
 
3.2.1 Disco-difusão 
Colônias frescas de Acinetobacter spp. foram inoculadas em 5 mL de 
caldo Müeller-Hinton a fim de se obter um inóculo igual a 0,5 da escala de 
McFarland. Com o auxílio, de um swab o inóculo foi semeado na placa de ágar 
Müeller-Hinton. Antes da aplicação dos discos, as placas semeadas foram 
deixadas em temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos para 
permitir que o excesso de umidade na superfície do ágar fosse absorvido.  
Os discos foram retirados do freezer uma hora antes de sua aplicação 
e deixados à temperatura ambiente. A aplicação foi realizada com auxílio de 
uma pinça estéril, pressionando-se os discos suavemente contra a superfície 
do ágar. Os discos de antimicrobianos (Oxoid®, Basingstoke, Inglaterra) 
utilizados foram: ceftazidima; cefepima; meropenem; imipenem; aztreonam; 
polimixina B; colistina; ampicilina/sulbactam, ciprofloxacina e ticarcilina/ácido 
clavulânico  
As placas foram incubadas a 35C por 18 a 24 horas em ar ambiente. 
Após este período, foi realizada a leitura dos halos de inibição com auxílio de 




paquímetro digital, os quais foram interpretados de acordo com os critérios de 
sensibilidade estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2006a).  
 
 3.2.2 Ágar Diluição 
Para a confirmação do perfil de sensibilidade, as 20 amostras de 
Acinetobacter spp. selecionadas previamente pela técnica de disco-difusão 
foram testadas também pela técnica de ágar diluição para fluoroquinolonas, 
cefalosporinas de amplo espectro, carbapenens e polimixina B de acordo com 
os critérios preconizados pelo CLSI 2006b.  
De acordo com as normas estabelecidas pelo CLSI, a seguinte fórmula 
foi utilizada para calcular a quantidade de sal de antimicrobiano necessária, a 
fim de obter a concentração desejada da solução estoque (CLSI, 2006b). 
                        volume de solução          x         concentração (µg/mL) 
    estoque desejada (mL)                     desejada                 
   Peso do sal (mg) =       ___________________________________________ 
                      atividade do antimicrobiano (µg/mg) 
 
 
A partir da solução estoque, foram realizadas diluições seriadas em 
caldo Müeller- Hinton (MHB, Oxoid, Inglaterra) em concentrações 10 vezes 
superiores às concentrações testadas (CLSI, 2006) (Tabela 3). Essas soluções 
foram distribuídas em alíquotas e conservadas à -70°C. Para os antibióticos, 
que já estavam na forma de solução, foi utilizada a seguinte fórmula para 
atingir a maior concentração desejada, e a posteriormente realizar as diluições 
seriadas. 
 
Cinicial. Vinicial= Cfinal. Vfinal 




Tabela 3. Variação das concentrações de antimicrobianos testadas para 






Ceftazidima (Teuto, Anápolis, Brasil) 3.200 µg/mL 0,25-32 µg/mL 
Cefepima (Bristol-Myers Squibb, Guayaquil, Equador) 3.200 µg/mL 0,25-32 µg/mL 
Imipenem (Merck Sharp&Dohme, Elkton, EUA) 3.200 µg/mL 0,06-32 µg/mL 
Meropenem (BioChimico, Rio de Janeiro, Brasil) 3.200 µg/mL 0,06-32 µg/mL 
Ciprofloxaxina (Fresenius Kabi, Tal Shirur, Índia) 3.200 µg/mL 0,03-32 µg/mL 
Levofloxacina (Eurofarma, São Paulo, Brasil) 3.200 µg/mL 0,03-32 µg/mL 
Gatifloxacina (Bristol-Myers Squibb, Illinois, EUA) 3.200 µg/mL 0,03-32 µg/mL 
Polimixina B (Sigma, St Louis, EUA) 3.200 µg/mL 0,125 - 32 µg/mL 
Tubos contendo 19 mL de ágar Müeller-Hinton (MHA, Oxoid, Inglaterra), 
previamente esterilizados, foram fundidos e estabilizados em banho-maria 
entre 45 a 50oC. Uma vez estabilizada a temperatura, 1 mL da solução com a 
respectiva concentração de cada antimicrobiano foi adicionado ao tubo de ágar 
Müeller-Hinton fundido. Após homogeneização, o conteúdo foi vertido em 
placas de Petri de 90 x 15 mm, descartáveis e pré-identificadas. As placas 
contendo os antimicrobianos foram utilizadas no mesmo dia. 
Para cada amostra uma suspensão contendo aproximadamente 4 
colônias, foi preparada em caldo de Müeller-Hinton, e a turbidez ajustada a 0,5 
na escala de McFarland. Para o teste de ágar diluição, a solução com inóculo a 
0,5 na escala McFarland, foi diluída em água destilada estéril na proporção de 
1:10 mL, resultando em um inóculo de aproximadamente 107 Unidades 
Formadoras de Colônias (UFC)/ mL. Duzentos microlitros desta suspensão 
bacteriana foi transferido para a base do inoculador de Steers de 52 pinos. 




Desse modo, 1 a 2 µl de cada amostra foi inoculado na placa de Petri obtendo 
um inóculo final de 104 UFC/mL (CLSI, 2006). 
As placas foram deixadas à temperatura ambiente até a absorção do 
inóculo pelo ágar e, logo após, foram incubadas a 35 oC por 18 a 24 horas. 
Após o tempo de incubação determinado, as placas foram lidas e interpretadas 
de acordo com os critérios de sensibilidade estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 
2006b).  
A MIC foi definida como sendo a menor concentração de cada 
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. A MIC50 e a MIC90 
foram definidas como a concentração de antimicrobiano capaz de inibir 50% e 
90% das amostras bacterianas testadas, respectivamente. 
 
3.2.3. Concentração que previne o aparecimento de mutantes (MPC) 
Com auxílio de uma alça bacteriológica, colônias de Acinetobacter spp. 
foram suspensas em 5 mL de caldo Müeller-Hinton (Oxoid®, Basingstoke, 
Inglaterra), para obter uma turvação bacteriana correspondente a 0,5 da escala 
de Mc Farland. A suspensão bacteriana foi homogeneizada e com o auxílio de 
um swab estéril o inóculo foi semeado de forma confluente na superfície de 3 
placas de ágar sangue, que foram incubadas por 18 a 24 horas a 37°C em 
condições aeróbias. A seguir, o conteúdo bacteriano das 3 placas de ágar 
sangue foi transferido para 100 mL de caldo Müeller-Hinton,  e incubados por 
18-20 horas. Após este período, as amostras foram centrifugadas por 15 
minutos a 5000 rpm, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento 




ressuspenso em aproximadamente 1 mL de caldo Müeller-Hinton. Uma 
alíquota de 100 µl do sedimento, contendo um número igual ou superior a 1010 
UFC/mL, foi semeado, com o auxílio da alça de drigaslky, em cada placa 
contendo a respectiva concentração de antibiótico e incubada a 35°C. A MPC 
foi determinada como a menor concentração de antimicrobiano capaz de 
prevenir o crescimento bacteriano, após 48 horas de incubação. Foram 
definidas como MPC50 e MPC90 as concentrações de antimicrobianos que 
previnem o surgimento de mutantes resistentes para 50% e 90% das amostras 
testadas, respectivamente (Blondeau et al., 2001; Hansen et al., 2002a). 
As preparações das soluções estoques e das placas com as diferentes 
concentrações de antimicrobianos seguiu os mesmos critérios da técnica de 
ágar diluição, porém houve elevação das concentrações finais para alguns 
antimicrobianos testados com exceção das fluoroquinolonas e da polimixina B 
(Tabela 4) 
Tabela 4. Concentrações dos antimicrobianos testados para 






Ceftazidima (Teuto, Anápolis, Brasil) 0,25-32 µg/mL 0,25-256 µg/mL 
Cefepima (Bristol-Myers Squibb, Guayaquil, Equador) 0,25-32 µg/mL 0,25-256 µg/mL 
Imipenem (Merck Sharp&Dohme, Elkton, EUA) 0,06-32 µg/mL 0,06-256 µg/mL 
Meropenem (BioChimico, Rio de Janeiro, Brasil) 0,06-32 µg/mL 0,06-256 µg/mL 
Ciprofloxaxina (Fresenius Kabi, Tal Shirur, Índia) 0,03-32 µg/mL 0,03-32 µg/mL 
Levofloxacina (Eurofarma, São Paulo, Brasil) 0,03-32 µg/mL 0,03-32 µg/mL 
Gatifloxacina (Bristol-Myers Squibb, Illinois, EUA) 0,03-32 µg/mL 0,03-32 µg/mL 
Polimixina B (Sigma, St Louis, EUA) 0,125 - 32 µg/mL 0,03-32 µg/mL 




3.2.3.1. Contagem de colônias 
O inóculo bacteriano da MPC deve possuir uma concentração 
bacteriana igual ou superior a 1010 UFC/mL, portanto para confirmação do 
inóculo bacteriano testado foi realizada uma contagem de colônias do 
sedimento de cada cultura bacteriana. Uma diluição seriada 1 para 10 foi 
realizada com o sedimento bacteriano utilizando-se solução salina a 0,85%. 
Vinte microlitros de cada diluição foi semeado em placa de ágar Müeller-Hinton 
em triplicata a qual foi incubada por 16 a 18 horas a 35-37°C. A contagem de 
colônias foi realizada apenas nas placas, onde o número de colônias ficou 




Onde: Cc é a Contagem de colônias, N é o número de colônias contadas 
dividido por três (triplicata) e D: é a diluição; O número 50 é uma constante, 
pois é necessário fazer a correção para mL, já que é UFC/mL (20 µl 
multiplicado por 50 µl é igual a 1000 µl) (Hernandes et al., 2004)’ 
3.2.3.2. Armazenamento das amostras mutantes 
 Foram armazenadas no Banco de Microrganismos do LEMC todas as 
amostras mutantes selecionadas no intervalo entre a MIC e a MPC, totalizando 
527 amostras de Acinetobacter spp. As amostras foram armazenadas no frezer 
a -70ºC em meio de cultura TSB suplementado com 15% de glicerol adicionado 
CC = 50 × N × D 




ao respectivo antimicrobiano em concentrações subinibitórias, ou seja, uma 
diluição abaixo da MIC para o respectivo antimicrobiano. 
3.2.3.3. Determinação da Janela para Seleção de Mutantes 
Foi definida como a janela para seleção de mutantes o intervalo 
compreendido entre a MIC e a MPC. Com os resultados da MIC50 e MIC90 e da 
MPC50 e MPC90, para cada antimicrobiano testado, foi calculada então a razão 
entre a MPC e a MIC e determinada a janela para seleção de mutantes para 
50% e 90% dos mutantes (Drlica, 2001). 
3.2.3.4. Correlação entre MIC e MPC  
Foi determinada a correlação entre MIC e MPC para os diversos 
agentes antimicrobianos entre as amostras clínicas de Acinetobacter spp. 
utilizando-se regressão linear (r2) como proposto por Drlica e colaboradores em 
2006 (Drlica, 2006). 
 
3.3 Detecção dos mecanismos de resistência 
3.3.1. Taxa de hidrólise 
Para quantificação da produção de β-lactamases foi realizada a 
mensuração da taxa de hidrólise dos -lactâmicos por espectofotometria dos 
extratos brutos de β-lactamase obtidos das amostras selvagem e mutantes 
(Bradford et al., 1994; Livermore, 1995). Para extração do extrato bruto de β-
lactamase, 5 colônias de cada uma das amostras foram inoculadas em 10 mL 
de caldo TSB (Triptic Soy Broth) e incubadas por 12 horas a 35C. Após este 
período, 0,5 mL desta cultura foi transferido para um novo tubo contendo 9,5 




mL de TSB e incubado a 35C por 4 horas adicionais. A seguir, as amostras 
foram centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi então 
desprezado e o centrifugado suspenso em 250 l de acetato de sódio a 0,2 M, 
pH 5,5, e transferido para um tubo tipo eppendorf. Os tubos foram submetidos 
ao processo de congelamento e descongelamento rápido, por 4 vezes, 
utilizando-se um recipiente contendo gelo seco e o banho maria a 37C, 
respectivamente. Após este processo, 250 l de água estéril foi adicionado em 
cada um dos tubos, os quais ficaram incubados em gelo por 30 minutos. 
Durante este período, os tubos foram agitados com o auxílio do vortex a cada 
10 minutos. Após este período, os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 
15 minutos a 4C. A seguir, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo 
eppendorf. Para confirmação da extração das -lactamases, de 1 a 10 l de 
cada um dos extratos foi inoculado em uma placa de microdiluição contendo 20 
l de uma solução de nitrocefin 500 mM.  
Para avaliar a taxa de hidrólise foi utilizado o programa de mecanismos 
enzimáticos, o qual avalia a absorbância da amostra versus o tempo, do 
espectrofotômetro Termo Spectronic (Fisher Scientific Company, Pensilvânia, 
EUA). Foi utilizado para o experimento, além do extrato bruto de β-lactamases, 
uma solução de meropenem 1 mM e ceftazidima 1 mM, cuja absorbância 
deveria variar entre 1300 e 1400 dA/min, e o tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0. A 
absorbância das amostras foi lida durante 120 segundos. Resumidamente, 
uma cuveta contendo 900 l do tampão fosfato e 100 l do extrato bruto de -
lactamases foi utilizada para calibrar (“zerar”) o aparelho. A cuveta ensaio 
continha 800 l do tampão fosfato e 100 l do extrato bruto de -lactamases, 




que foi novamente utilizada para o ajuste da leitura. A seguir, 100 l da solução 
do antimicrobiano a ser testado, meropenem ou ceftazidima, foi adicionada à 
cuveta e procedida a leitura da amostra. Uma unidade de atividade da 
betalactamase foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 
nMol de substrato por minuto por mg de proteína. Comparando-se as taxas de 
hidrólise obtidas pela amostra selvagem versus amostra mutante, pode-se 
avaliar indiretamente se houve aumento da produção de enzimas ou não pela 
amostra mutante.  
  
3.3.2 Avaliação do perfil das proteínas de membrana externa 
(OMPs) 
A avaliação do perfil das proteínas da membrana externa foi realizada 
para as amostras selvagens e mutantes. A realização desta técnica nos 
permitem avaliar se houve a alteração do perfil de proteínas de membrana 
externa das amostras resistentes as cefalosporinas de amplo espectro, aos 
carbapenens e à polimixina B em relação as amostras selvagens sensíveis aos 
respectivos antimicrobianos. 
A análise de proteínas de membrana externa (OMP) foi realizada de 
acordo com o método descrito por Filip e colaboradores (Filip et al.,1973). Com 
auxílio de uma alça estéril e em fluxo laminar, uma colônia bacteriana foi 
inoculada em 25 mL de caldo brain heart infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke, 
Inglaterra) e incubada sob leve agitação a 37C por 18 a 20 horas. Após este 
período, em fluxo laminar, 25 mL desta cultura foi transferido para garrafas 
autoclaváveis contendo 200mL de BHI, as quais foram incubadas por 4 a 5 




horas a 37C. Em seguida as células bacterianas foram centrifugadas a 5000 
rpm por 10 minutos à temperatura ambiente.  
 Após esta etapa as células bacterianas foram lavadas em 5 mL de Tris-
HCl pH 8,0 30 mM e ressuspensas em 5 mL da mesma solução. Neste tampão, 
as amostras foram lisadas por sonicação (4 pulsos de 30 segundos cada) em 
sonicador (XL2000 Ultrasonic Cell Disruptor-Fisher Scientific International Inc.). 
Durante o processo de sonicação as amostras foram mantidas em gelo. Em 
seguida, as células lisadas foram centrifugadas a 8000 rpm por 25 minutos a 
4C para a remoção dos debris celulares. O sobrenadante foi submetido à 
ultracentrifugação a 38.200 rpm por 34 minutos a 4C em ultracentrífuga 
Hitachi Himac CP85 utilizando o rotor fixo P55AT (Hitachi Koki Corp., Tokio, 
Japão). Em seguida, o precipitado foi ressuspenso em 1mL de Tris-HCl 30mM 
pH 8,0 e 100 l de N-lauril-sarcosil a 20% foi adicionado para que as OMPs 
fossem precipitadas.  
 As amostras foram cuidadosamente homogeneizadas e mantidas à 
temperatura ambiente por 20 minutos. Foi então realizada uma nova etapa de 
ultracentrifugação a 38.200 rpm por 34 minutos a 22C, e o precipitado 
contendo as OMP foi ressuspenso em 100 l de água deionizada. A 
quantificação das OMPs obtidas foi realizada através de ensaio 
espectrofotométrico no Termo Spectronic (Fisher Scientific Company, EUA) 
utilizando-se a técnica de Bradford (kit Bradford Die Concentrate - USB, EUA). 
Em um tubo de microcentrífuga, quantidades correspondentes a 20 g/mL de 
proteínas de cada uma das amostras foram adicionadas ao tampão de amostra 
de alta densidade e incubadas a 100C por 10 minutos.  




 Em seguida as amostras e os padrões de peso molecular foram 
aplicadas no gel de dodecil sulfato de sódio (SDS), contendo 12% (pt/vol) de 
acrilamida (SDS-PAGE 12%). A eletroforese foi realizada a 40 volts por 20 
horas no sistema V-16 Vertical Gel Electrophoresis System (Gibco BRL Life 
Technologies, Rockville, MD, EUA). Como padrão de peso molecular foram 
utilizados dois marcadores o Rainbow coloured protein molecular weight 
markers da Amersham Life Science (Amersham International plc, England) e o 
protein molecular weight markers da Sigma-Aldrich Corp. (St Louis, EUA). Após 
a corrida eletroforética, o gel foi corado durante uma hora com coomassie blue 
R250 (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, EUA). Como descorante foi utilizado 
ácido acético a 10%. A análise do gel foi feita realizada com o programa Gel 
Doc – Quantity one (BioRad, Califórnia, EUA). 
 
3.3.3 Avaliação dos mecanismos cromossômicos de resistência às 
quinolonas 
3.3.3.1. PCR 
Para determinação do mecanismo de resistência às quinolonas nas 
bactérias mutantes, foi realizada a amplificação das regiões determinantes de 
resistência às quinolonas (QRDR) dos genes gyrA e parC pela técnica da 
reação de polimerase em cadeia (PCR).  
Foram utilizados os seguintes iniciadores para: 
- Gene gyrA, fita sentido 5' CCGTCGCGTACTTTACGC 3’ e fita anti-
sentido 5’CGTTCACCAGCAGGTTAG 3’ [Georgiou et al., 1996]  




- Gene parC, fita sentido 5’TCTGAACTGGGCCTGAATG 3’ e fita anti-sentido 
5’CGTTCACCAGCAGGTTAG 3’ [Georgiou et al., 1996]  
As condições de termociclagem foram as mesmas para ambos genes e 
consistiram de dez minutos a 95C para o primeiro ciclo, seguidos por 35 ciclos 
de um minuto a 94C, um minuto a 58C, três minutos a 72C. As reações de 
amplificação das QRDR dos genes gyrA e parC originarão produtos com 
aproximadamente 384 e 344 pares de base, respectivamente.  
3.3.3.1. Sequenciamento 
Os produtos da PCR obtidos foram purificados a partir do gel de agarose 
com o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme as 
instruções do fabricante. O DNA obtido foi quantificado utilizando o 
espectrofotômetro Biomate 5 UV-Visible (Termo Spectronic, Cambridge, 
Inglaterra) e, então, quantidades necessárias foram submetidas à reação 
preparatória para o seqüênciamento com o kit Big Dye Terminator Cycle 
Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA). Após o término da reação 
da PCR, o produto foi precipitado para a eliminação dos d-dNTPs marcados 
não incorporados à reação. Após a precipitação e lavagem com etanol, o 
produto foi ressuspenso em polímero TSR e colocado no aparelho ABI PRISM 
310, Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Perkin Elmer, Califórnia). As 
seqüências de DNA obtidas e as seqüências protéicas derivadas foram 
analisadas utilizando o programa Lasergene Software Package (DNASTAR, 
Madison, WI) e então submetidas a comparação com bases de dados 
genéticos disponíveis na internet (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ e 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). 




3.3.4. Quantificação da transcrição gênica 
A quantificação da expressão dos genes que codificam ampC, sistema de 
bomba de efluxo e diminuição de proteínas de membrana externa foram 
avaliadas pela técnica da PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR) e 
comparada com a expressão das amostras selvagens. 
 
3.3.5. Extração de RNA e síntese de cDNA 
Para extração e isolamento do RNA total, as amostras foram semeadas 
em placas contendo ágar McConkey (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) durante 
24 horas a 37ºC. Posteriormente, os isolados foram cultivados em 10 mL de 
caldo LB (Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) a 37 ºC sob agitação e o crescimento 
monitorado em espectrofotômetro até atingir o estágio médio da fase 
logarítmica de crescimento, correspondente a 1,5 a 2,0 unidades de 
absorbância a um comprimento de onde de 600nm (DO600nm = 0,5 – 0,6). Foi 
adicionado a 0,5 mL de “RNAeasy Bacteria Protect Reagent” (Qiagen, Hilden, 
Alemanha) a uma alíquota de 0,25 mL da cultura, contendo 5,0 x 108 células em 
tubo de microcentrífuga e incubado durante cinco minutos após agitação 
vigorosa. Essa suspensão foi centrifugada por 10 minutos a 10.000 x g e após 
este período o sobrenadante foi desprezado. O sedimento de células 
bacterianas foi armazenado a -20 ºC até a execução da extração do RNA total. 
O isolamento de RNA total a partir do sedimento de células bacterianas das 
amostras estudadas foi processado com a utilização do “RNAeasy Mini Kit” de 
acordo com as instruções do fabricante (Qiagen, Hilden, Alemanha). Durante o 
processo de extração de RNA total as amostras foram tratadas com 




desoxiribonuclease (DNAse) para eliminar a possível contaminação residual 
com DNA bacteriano. Foi utilizado o kit “RNase-Free DNase Set”, seguindo as 
recomendações e instruções do fabricante (Qiagen, Hilden, Alemanha). O RNA 
total isolado foi eluído em 30 μl de água DEPC e sua concentração 
determinada em espectrofotômetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis (Thermo 
Fisher Scientific, Wilmington, EUA), em contraste com água DEPC, nos 
comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A quantificação de RNA de cada 
amostra foi estimada utilizando a correlação de 1 unidade de densidade óptica 
a 260 nm equivalente a 40 μg de RNA por mililitro de solução. A relação entre 
as unidades de absorbância a 260 e 280 nm (A260/280) foi calculada para 
determinação da pureza da amostra de RNA, considerando valores aceitáveis 
em torno de 2,0. A integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de 
agarose desnaturante (1,2% agarose, 6,7% de formaldeído, 200 mM de MOPS, 
50 mM de acetato de sódio, 10 mM de EDTA, água DEPC) e visualizado em 
equipamento de foto documentação. Adicionalmente, foi realizada, para cada 
amostra de RNA total, uma PCR utilizando oligonucleotídeos iniciadores que 
amplificam uma seqüência do DNA ribossomal de eubactérias, com o intuito de 
confirmar a ausência de resíduos de DNA bacteriano contaminante na solução 
de RNA. Em fluxo laminar, uma solucão-mãe foi preparada contendo master-
mix (GoTaqR Green Master Mix, Promega, Madison, EUA), água estéril (Water, 
Molecular Biology Grade, Eppendorf AG, Hamburg, Alemanha) e o par de 
iniciadores que amplifica seqüência do DNA ribossomal 16S-8-F e 16S-1943-R 
na concentração final de 2 mM de cada oligonucleotídeo. A solução mãe foi 
mantida a aproximadamente 4°C durante seu preparo e, após leve agitação, 19 
μl foi transferido para cada tubo de amplificação, que continha 1 μL da solução 




de RNA a ser testada. As condições para amplificação foram de 35 ciclos de 
94ºC por 30 segundos, 53ºC por 45 segundos, 72ºC por 30 segundos. A etapa 
de extensão final foi realizada por 10 minutos a 72ºC. Após a ciclagem, a 
revelação do produto da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose 
1,0% (UltrapureTM Agarose, Invitrogen, Carlsbad, EUA), seguida por 
visualização sob luz ultravioleta. A ausência de amplificação confirmava a 
ausência de DNA residual contaminante foi confirmada. A síntese de cDNA foi 
realizada através da reação de transcriptase reversa utilizando o “High-
Capacity cDNA Archive Kit” seguindo as recomendações do fabricante (Applied 
Biosystems, Foster City, EUA). Uma reação contendo 5 μg de RNA total da 
amostra e os reagentes fornecidos pelo kit utilizado que correspondiam a 10 μl 
de tampão, 4 μl de dNTPs, 10 μl de oligonucleotídeos randômicos, 250 U da 
enzima transcriptase reversa e água destilada livre de nucleases q. s. p. 50 μl 
foi incubada a 25 ºC por 10 minutos seguidos imediatamente por uma segunda 
etapa de incubação a 37 ºC durante 120 minutos. O cDNA, produto da reação 
de transcriptase reversa, foi armazenado a -20 ºC até o momento do seu 
processamento.  
 3.3.6. Reação da polimerase em cadeia em tempo real (qRT-PCR) 
A quantificação relativa da expressão dos genes estudados foi realizada 
pela técnica de qRT-PCR, cujo principio do método baseia-se na detecção da 
fluorescência no tubo de reação a medida que a dupla fita DNA é gerada. As 
seqüências dos iniciadores foram determinadas utilizando a versão do 
programa GeneFisher Interactive Primer Design, disponível na Internet 
(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/old.htmL), de acordo com as 
seqüência dos genes em estudo, depositadas e publicadas na rede mundial de 




computadores no GeneBank. As seqüências de oligonucleotídeos foram 
sintetizadas pela “Integrated DNA Tecnologies Inc.”(IDT, Coralville, EUA) e são 
apresentadas na Tabela 5.  
Tabela 5. Oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizado para 
quantificação da expressão gênica pela técnica da qRT-PCR. 
Categoria Gene Seqüência do primer 
DNA ribossomal 16S 
CAGCTCGTGTCGTGAGATGT – F 
CGTAAGGGCCATGATGACTT – R 
Β-lactamase AmpC 
TGAGCTAGGTTCTGTCAG – F  
ACTTGTATACGTCGCGAG – R  
OMPs 
33-36 kDa 
GAAGCTGGTGCAATGTTG – F 
TAGTGCCATCGATGTTGC – R  
CarO 
GCAATGGCAGATGAAGC – F 
TAAAGCACCACCGTAACC – R 
OmpA 
CTCTTGCTGGCTTAAACG – F  
TGTGTGACCTTCGATACG – R   
OmpW 
TTAGCATCAGCAGGTTGG – F 
TATTGGTATCGGGGCAAC – R  
Efluxo adeB 
GGATTATGGCGACAGAAGGA – F 
AATACTGCCGCCAATACCAG – R 
As reações da PCR em tempo real para cada gene avaliado foram feitas 
em triplicada utilizando a mistura para PCR em tempo real “qRT-PCR 
PlatinumR SYBRR Green qPCR SuperMix-UDG” (Invitrogen, Carlsbad, EUA). 
Para amplificação dos respectivos genes, foi adicionado 2 μl da solução de 
cDNA da amostra bacteriana a 12,5 μl da mistura para qRT-PCR, 1 μl de cada 
par de oligonucleotideos iniciadores a uma concentração de 10 μM e água 
DEPC q. s. p. 25 μl. As reações foram previamente incubadas no termociclador 
Eppendorf MastercyclerR Realplex4 (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) a 50ºC 




por 2 minutos, seguidos por mais 2 minutos a 95ºC. As condições de 
termociclagem a seguir foram: 40 ciclos de 95ºC durante 15 segundos e 60ºC 
por 30 segundos, de acordo com as recomendações técnicas do fabricante. A 
curva de desnaturação (“melting curve”) foi determinada no final da 
termociclagem para se certificar que havia a presença de uma única seqüência 
de DNA, resultado da reação de amplificação. 
 
3.3.7. Análise da expressão gênica 
O gene ribossomal 16s RNA foi utilizado como gene endógêno para 
normalização da expressão dos genes alvos. A análise da expressão foi feita 
utilizando o software SDS V 2.0 (Applied Biosystems) pelo método Ct 
comparativo (Ct), onde a expressão normalizada (EN), o Ct, é calculado de 
acordo com a fórmula: Ct = Ct (alvo) – Ct (endógêno).  
A eficiência (E) de reação da amplificação dos genes estudados foi 
determinada de acordo com a formula: E = 10 (-1/slope), onde o “slope” 
representa o ângulo de inclinação da regressão linear das médias dos valores 
de Ct, observadas nas três reações de PCR em tempo real para as diluições 
seriadas da solução de cDNA das amostras selvagens. Para correção do 
cálculo da QR, a eficiência da reação de cada gene foi calculada pelo modelo 
Matemático descrito por Pfaffl utilizando o software SDS V2.0 (Pfaffl, 2001). O 
Ct dos genes pelas amostras foi calculada de acordo com os valores de Ct 
observados nas reações de qRT-PCR, realizadas em triplicata. A média da 
expressão normalizada (Ct) dos genes foi calculada a partir da diferença entre 
os valores de Ct do gene alvo e Ct do gene endógeno. A QR dos genes em 




cada amostra mutante de Acinetobacter spp. foi calculada em relação à 
amostra selvagem (calibrador), a partir da diferença entre o Ct de cada gene 
da amostra e o  Ct da amostra selvagne (Ct = Ct da amostra - Ct do 
calibrador). Assim, o resultado da QR indica quantas vezes um gene é 
expresso em uma amostra em relação à expressão da amostra de referência 
utilizada (calibrador), utilizando a fórmula: QR = 2 - Ct.  





4. 1. Seleção das Amostras Bacterianas 
Foram inicialmente testadas, pela técnica de disco difusão, 50 amostras de 
Acinetobacter spp. armazenadas no Banco de Microrganismo  do LEMC da 
Universidade Federal de São Paulo/EPM. Estas amostras haviam sido coletadas de 
pacientes internados no Hospital São Paulo entre maio de 1993 e dezembro de 
1999. Somente uma amostra por paciente foi incluída no estudo. 
 
4.2. Determinação do perfil de sensibilidade a antimicrobianos das amostras 
clínicas de Acinetobacter spp.  
 
 4.2.3. Técnica de Disco difusão 
Para a seleção aleatória de 20 amostras de Acinetobacter spp. sensíveis a 
todos antimicrobianos testados, foram inicialmente avaliadas 50 amostras de 
Acinetobacter spp. pela técnica de disco-difusão, exceto para polimixina B pois não 
há padronização pelo CLSI para realização do teste de sensibilidade por essa 
técnica (CLSI, 2006a). Os resultados do teste de sensibilidade pela técnica de disco 
difusão estão apresentados no Anexo II. As amostras selecionadas para o estudo 
encontram-se destacadas na mesma. 
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4.2.3. Técnica de Ágar Diluição 
A técnica de ágar diluição confirmou o perfil de sensibilidade das 20 amostras 
clínicas de Acinetobacter spp. incluídas no estudo de acordo com os critérios de 
CLSI (CLSI, 2006b). Apenas uma única amostra apresentou resistência a polimixina 
B e os demias isolados foram sensíveis a todos antimicrobianos testados. Os 
resultados do teste de sensibilidade estão apresentados na Tabela 6. 
A determinação das MIC50 e MIC90 para os diversos agentes antimicrobianos 
testados está apresentado na Tabelas 7. 
A C8 -metoxi-quinolona, gatifloxacina (MIC50, 0,06 µg/mL) foi o agente 
antimicrobiano testado mais potente contra as amostras de Acinetobacter ssp. 
Avaliadas. Esta quinolona foi duas vezes mais potente que imipenem e meropenem 
(MIC50, 0,125 µg/mL). As cefalosporinas de amplo espectro, ceftazidima  e cefepima 
(MIC50, 4 µg/mL), apresentaram a mesma potência contra as amostras de 
Acinetobater spp.  
Com exceção de uma única amostra de Acinetobacter  spp. que apresentou 
MIC para polimixina B de 4 µg/mL, todas amostras de Acinetobacter spp. avaliadas 
foram inibidas com concentração de polimixina B inferiores ou iguais a 2 µg/mL. A 





Tabela 6. Avaliação da sensibilidade a antimicrobianos pela técnica de ágar diluição das amostras de Acinetobacter spp.  de acordo com as 
recomendações do CLSI (CLSI, 2006b). 
Número da Agentes antimicrobianos - MIC (g/mL) 
Amostra Ceftazidima Cefepima Imipenem Meropenem Ciprofloxacina Gatifloxacina Levofloxacina  Polimixina B 
30078 4 2 0,125 0,125 0,25 ≤0,03 0,125  1 
17069 4 1 0,125 0,125 0,06 ≤0,03 ≤0,03  0,5 
17066 4 2 0,06 0,125 0,125 ≤0,03 0,06  1 
30053 4 2 0,06 0,125 0,25 0,06 0,125  1 
17068 8 2 0,06 0,125 0,25 0,125 0,25  0,5 
30076 4 4 0,125 0,125 0,125 ≤0,03 ≤0,03  0,5 
146097 1 1 0,06 0,125 0,06 ≤0,03 0,06  2 
30062 4 4 0,125 0,25 0,25 ≤0,03 0,125  4 
146048 2 2 0,125 0,125 0,125 ≤0,03 0,06  1 
17043 4 4 0,06 0,25 0,125 0,06 0,06  0,5 
146098 4 11 0,125 0,25 0,25 0,06 0,125  0,5 
30035 8 8 0,125 0,25 0,25 0,125 0,125  2 
58010 0,125 0,125 0,06 ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03 ≤0,03  0,5 
17071 8 8 0,06 0,25 0,25 0,06 0,125  0,25 
58054 0,5 0,5 0,125 0,06 0,06 ≤0,03 0,125  0,25 
146054 4 4 0,125 0,25 0,5 0,125 0,25  2 
30063 4 4 0,06 0,25 0,25 0,06 0,125  1 
146055 4 4 0,25 0,25 0,25 0,125 0,125  1 
17086 4 4 0,125 0,25 0,25 0,06 0,06  0,5 
30083 4 4 0,125 0,25 ≤0,03 0,06 0,125  0,25 
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Tabela 7. Determinação das MIC50 e MIC90 para os diversos antimicrobianos pela 
técnica de ágar diluição das amostras de Acinetobacter spp. de acordo com as 






Ceftazidima 4 8 
Cefepima 4 8 
Imipenem 0,125 0,125 
Meropenem 0,125 0,25 
Polimixina 0,5 2 
Ciprofloxacina 0,125 0,25 
Levofloxacina 0,125 0,125 
Gatifloxacina 0,06 0,125 
a. MIC50 e MIC90, definidas como as concentrações 
inibitórias mínimas que inibem o crescimento de 50% e 
90% das amostras testadas, respectivamente. 
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4.3. Determinação da Concentração que Previne o Aparecimento de Mutantes 
Resistentes dos Diversos Agentes Antimicrobianos entre as Amostras 
Clínicas de Acinetobacter spp.  
 A determinação da MPC das 20 amostras clínicas de Acinetobacter spp. foi 
realizada para todos os antimicrobianos propostos no estudo.  
 Os resultados da quantificação da MPC para as amostras clínicas de 
Acinetobacter spp. estão apresentados na Tabela 8. A determinação das MPC50 e 
MPC90 para os diversos antimicrobianos estão apresentados na Tabelas 9. 
A MPC para a polimixina B apresentou valores até 32 µg/mL para 100% das 
amostras de Acientobacter ssp. testadas. 
Entre os β-lactâmicos testados ceftazidima e cefepima apresentaram MPC90 
≥ 256 µg/mL. Já para o imipenem, concentrações de 16 µg/mL foram capazes de 
inibir o crescimento de 100% dos isolados mutantes resistentes de Acinetobacter 
spp. 
Entre as fluoroquinolonas, levofloxacina foi a quinolona que apresentou a 






Tabela 8. Avaliação da MPC dos diversos agentes antimicrobianos para as amostras de Acinetobacter spp.
Número da Agentes antimicrobianos - MPC (g/mL) 
Amostra Ceftazidima Cefepima Imipenem Meropenem Ciprofloxacina Gatifloxacina Levofloxacina  Polimixina B 
30078 256 256 4 8 >32 2 8  16 
17069 64 >256 4 8 4 1 1  16 
17066 256 >256 4 8 8 0,5 4  32 
30053 256 >256 4 16 8 2 4  16 
17068 64 32 0,125 16 4 1 2  16 
30076 256 >256 8 16 32 2 8  32 
146097 128 >256 0,5 0,5 4 0,5 2  16 
30062 16 >256 8 8 2 2 2  16 
146048 32 256 4 8 1 1 2  32 
17043 16 8 0,25 2 1 4 2  4 
146098 8 64 4 8 8 4 4  32 
30035 16 128 4 8 4 4 8  32 
58010 32 64 8 32 2 2 1  32 
17071 256 256 2 16 8 0,5 1  8 
58054 64 32 16 4 8 1 4  16 
146054 256 256 4 16 32 4 16  16 
30063 32 >256 8 8 0,5 0,5 2  16 
146055 32 8 4 2 4 2 8  16 
17086 256 >256 4 16 8 2 4  32 
30083 64 64 4 8 8 2 4  32 
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Tabela 9. Determinação das MPC50 e MPC90 para os diversos antimicrobianos das 






Ceftazidima 64 >256 
Cefepima 256 >256 
Imipenem 4 8 
Meropenem 8 16 
Polimixina 16 32 
Ciprofloxacina 4 32 
Levofloxacina 2 4 
Gatifloxacina 4 8 
a. MPC50 e MPC90, definidas como as 
concentrações que previnem o aparecimento de 








4.4. Determinação da janela para seleção de mutantes resistentes dos 
diversos agentes antimicrobianos testados contra as amostras de 
Acinetobacter spp. 
 A concentração de antimicrobiano sérica ou tecidual que se situa entre a MIC 
e a MPC para determinado microrganismo é definida como a janela para seleção de 
mutantes resistentes. Nesta faixa, haveria o maior favorecimento para a seleção e 
crescimento de bactérias mutantes resistentes. Na Tabela 10 foram determinadas 
as janelas dos diversos antimicrobianos avaliados neste estudo para as amostras de 
Acinetobacter spp. Como foi avaliado o grupo de bactérias pertencentes à mesma 
espécie, utilizou-se a relação MPC50:MIC50 para determinar qual agente teria a 
menor janela. 
 Entre as amostras de Acinetobacter spp, a ceftazidima foi a cefalosporina que 
apresentou a menor janela para a seleção de mutantes. Entre os carbapenens, o 
imipenem foi o agente que apresentou a melhor relação MPC50:MIC50. Entre as 
fuoroquinolonas, levofloxacina foi a quinolona testada que menos selecionou 
mutantes resistentes. 
 Polimixina B apresentou um grande intervalo que teoricamente favoreceria o 




Tabela 10. Determinação da janela para seleção de mutantes resistentes dos 






















Ceftazidima 4 8 64 >256 16 >32 160 2g de 8/8h 
Cefepima 4 8 256 >256 64 >32 130 2g de 8/8h 
Imipenem 0,125 0,125 4 8 32 64 83 1g de 6/6h 
Meropenem 0,125 0,25 8 16 64 64 134,4 1g de 8/8h 




Ciprofloxacina 0,125 0,25 4 32 32 128 4,6 
400 mg de 
12/12h 
Levofloxacina 0,125 0,125 2 4 16 32 6,4 500 mg/dia 
Gatifloxacina 0,06 0,125 4 8 66,7 64 4,6 400 mg/dia 




4.5. Determinação da relação entre MIC e MPC 
Para avaliar a correlação entre a MIC e a MPC utilizamos o modelo de 
regressão linear, como mostra a Tabela 11.  
 Os resultados apresentados mostram que os valores de r2 foram muito baixos 
(≤ 0.2), mostrando que não houve uma correlação entre a MIC e a MPC, ou seja o 
valor da MIC não poderia ser utilizado para predizer o valor da MPC.  
Tabela 11. Correlação entre MIC e MPC para diversos antimicrobianos testados 
entre os isolados clínicos de Acientobacter spp. 














4.6. Avaliação dos Mecanismos de Resistência das Amostras Mutantes 
Para detecção dos mecanismos de resistência foram selecionadas somente 
5 amostras de cada combinação espécie versus  antimicrobiano, e  para cada uma 
delas, foi detectado o mecanismo de resistência em uma amostra isolada no valor 
da MIC, uma amostra isolada no intervalo entre a MIC e a MPC, e outra isolada na 
concentração referente à MPC, quando possível. As amostras selecionadas para 
detecção dos mecanismos de resistência podem ser visualizadas na Tabela 12. 
A seleção dessas amostras foi realizada de acordo com os resultados da 
MIC versus MPC, ou seja, foram selecionadas amostras que apresentaram maior 
janela para seleção de mutantes. 












Ciprofloxacina 30078 17066 146098 17071 17069 
Levofloxacina 30078 17066 146098 17071 17069 
Gatifloxacina 30078 17066 146098 17071 17069 
Moxifloxacina 30078 17066 146098 17071 17069 
Ceftazidima 30078 17066 146098 30035 58054 
Cefepima 30078 17066 146098 30035 58054 
Imipenen 30078 17066 146098 30035 58054 
Meropenem 30078 17066 146098 30035 58054 
Polimixina B 30078 146097 17043 30083 58054 
A Tabela 13 mostra a determinação das MICs e MPCs para as amostras de  
Acientobacter spp. selecionadas para detecção dos mecanismos diversos de 
resistência avaliados no presente estudo. 
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30078 0,257>32 0,125/ 8 ≤ 0,03/ 2 4/ 256 2/ 256 0,125/4 0,125/ 8 1/ 16 
17066 0,125/ 8 0,06/ 4 ≤ 0,03/ 0,5 4/ 256 2/ >256 0,06/ 4 0,125/ 8 --- 
146097 --- 
--- --- --- --- --- --- 
2/ 16 
146098 0,125/ 8 0,125/ 4 0,25/ 4 4/ 8 1/ 64 0,125/ 4 0,25/ 8 --- 
17043 --- --- --- --- --- --- --- 0,5/ 4 
17071 0,25/ 8 0,125/ 1 0,06/ 0,5 --- --- --- --- --- 
30035 --- --- --- 8/ 16 8/ 128 0,125/ 4 0,25/8 --- 
30083 --- --- --- --- --- --- --- 0,25/ 32 
17069 0,06/ 4 ≤ 0,03/1 ≤ 0,03/1 --- --- --- --- --- 
58054 --- --- --- 0,5/ 64 0.5/ 32 0,125/16 0,06/ 4 2/ 16 
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4.6.1. Avaliação da Produção de -lactamases do Tipo AmpC 
 A Tabela 14 mostra a caracterização dos mecanismos de resistência aos -
lactâmicos, onde podemos observar que em nenhum isolado de Acinetobacter spp. 
incluído no presente estudo foi detectada a expressão da -lactamase do tipo 
ampC pela avaliação da taxa de hidrólise, ou seja, não foi observada a hidrólise 
para ceftazidima, cefepima e imipenem nem pelas amostras selvagens e nem pelas 
suas mutantes. 
 
4.6.2. Avaliação do Perfil das Proteínas de Membrana Externa 
Para os antimicrobianos β-lactâmicos e polimixina B foram realizadas a 
avaliação do perfil das proteínas de membrana externa para as amostras mutantes 
e selvagens. Como podemos visualizar nas Tabelas 14 e 15, não foi verificada 
nenhuma alteração na permeabilidade da membrana externa entre os mutantes 
avaliados para ambas as classes de antimicrobianos.  
A Figura 4 mostra o perfil das proteínas de membrana externa para uma 







Tabela 14. Caracterização dos mecanismos de resistência ao -lactâmicos para 
isolados clínicos de Acinetobacter spp. 
Amostra Permeabilidade de 
membrana externaa 
Expressão de AmpC              
(Taxa de hidrólise) 
Ceftazidima 
30078 (selvagem)   
30078 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
30078 (256 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
17066 (selvagem)   
17066 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
17066 (256 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
146098 (selvagem) b   
146098 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
30035 (selvagem)b   
30035 (8 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
58054 (selvagem)   
58054 (0,5 g/mL) Sem alteração Não detectada 
58054 (32 g/mL) Sem alteração Não detectada 
Cefepima 
30078 (selvagem)   
30078 (2 g/mL) Sem alteração Não detectada 
30078 (256 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
17066 (selvagem)   
17066 (2 g/mL) Sem alteração Não detectada 
17066 (256 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
146098 (selvagem)   
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146098 (2 g/mL) Sem alteração Não detectada 
146098 (32 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
30035 (selvagem)   
30035 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
30035 (64 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
58054 (selvagem)   
58054 (0,5 g/mL) Sem alteração Não detectada 
58054 (16 g/mL) Sem alteração Não detectada 
Imipenem 
30078 (selvagem)   
30078 (0,125 g/mL) Sem alteração Não detectada 
30078 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
17066 (selvagem)   
17066 (0,06 g/mL) Sem alteração Não detectada 
17066 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
146098 (selvagem)   
146098(0,125 g/mL) Sem alteração Não detectada 
146098 (2 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
30035 (selvagem)   
30035 (0,125 g/mL) Sem alteração Não detectada 
30035 (2 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
58054 (selvagem)   
58054 (0,125 g/mL) Sem alteração Não detectada 
58054 (8 g/mL) Sem alteração Não detectada 
Meropenem 
30078 (selvagem)   
30078 (0,125 g/mL) Sem alteração Não detectada 
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30078 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
17066 (selvagem)   
17066 (0,125 g/mL) Sem alteração Não detectada 
17066 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
146098 (selvagem)   
146098 (0,25 g/mL) Sem alteração Não detectada 
146098 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
30035 (selvagem)   
30035 (0,25 g/mL) Sem alteração Não detectada 
30035 (4 g/mL) Sem alteração Não detectada 
      
58054 (selvagem)   
58054 (0,06 g/mL) Sem alteração Não detectada 
58054 (2 g/mL) Sem alteração Não detectada 
a. Alterações das proteínas de membrana externa das amostras mutantes em 
comparação àquelas das amostras selvagens; 




























Figura 4 – Perfil das proteínas de membrana externa das amostras de 
Acientobacter spp. selecionadas com ceftazidima. 
Linha 1, padrão de alto peso molecular; linha 2, amostra selvagem de 
Acinetobacter ssp.; linha 3, amostra mutante de Acinetobacter spp. (MPC, 4 
g/mL); linha 4, amostra mutante de Acinetobacter spp. (MPC, 32 g/mL); linha 5, e 






Tabela 15. Caracterização dos mecanismos de resistência à polimixina B entre 
as amostras de Acinetobacter spp. 
 
Amostra Permeabilidade de membrana 
externa 
30078 (selvagem)  
30078 (1 g/mL) Sem alteração 
30078 (8 g/mL) Sem alteração 
    
146097 (selvagem)  
146097 (2 g/mL) Sem alteração 
146097 (8 g/mL) Sem alteração 
    
17043 (selvagem)  
17043 (0,5 g/mL) Sem alteração 
17043 (2 g/mL) Sem alteração 
    
30083 (selvagem)  
30083 (0,25 g/mL) Sem alteração 
30083 (16 g/mL) Sem alteração 
    
58054 (selvagem)  
58054 (0,25 g/mL) Sem alteração 
58054 (8 g/mL) Sem alteração 
a. Alterações das proteínas de membrana externa das amostras mutantes em 





Para detecção do mecanismo de resistência às fluoroquinolonas foi 
realizada a amplificação seguida pelo sequenciamento das regiões QNDR dos 
genes gyrA e parC. Entretanto não foi detectada nenhuma mutação entre as 
amostras de Acinetobacter spp. avaliadas no presente estudo (Tabela 16).  
Tabela 16. Detecção da mutação nos genes gyrA e parC em isolados de 
Acinetobacter spp. testadas contra fluoroquinolonas. 
Amostra Detecção da mutação 
Ciprofloxacina gyr A parC 
30078 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
30078 (0,25 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
30078 (32 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17066 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17066 (0,125 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17066 (4 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
146098 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
146098 (0,25 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
146098 (4 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17071 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17071 (0,25 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17071 (4 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17069 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17069 (0,06 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17069 (2 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
Gatifloxacina 
30078 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 





30078 (1 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17066 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17066 (0,03 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17066 (0,25 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
146098 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
146098 (0,06 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
146098 (2 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17071 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17071 (0,06 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17071 (0,25 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
   
17069 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17069 (0,03 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17069(0,5 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
Levofloxacina 
30078 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
30078 (0,125 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
30078 (4 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17066 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17066 (0,06 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
17066 (2 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
146098 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
146098 (0,125 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
146098 (2 g/mL) Sem mutação Sem mutação 
      
17071 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17071 (0,125 g/mL) Sem mutação Sem mutação 





      
17069 (selvagem) Sem mutação Sem mutação 
17069 (0,03 g/mL) Sem mutação Sem mutação 






4.7. PCR em Tempo Real 
Para avaliação dos mecanismos de reistência pela técnica da qRT-PCR 
foram selecinadas 5 amostras de Acinetobacter spp. e suas respectivas amostras 
mutantes resistentes como podem  ser visualizadas na Tabela 17. Como a 
amostra selvagem foi utilizada como calibradora da reação optamos por avaliar 
apenas cinco amostra daquelas avaliadas anteriormente. 
Tabela 17. Amostras de Acinetobacter spp. selecionadas para análise da 
transcrição gênica pela técnica da qRT-PCR para avaliação de diversos 
mecanismo de resistência. 
Antimicrobiano 





















Ceftazidima 4 256 4 32 1 64 0,5 32 4 32 
Cefepima 4 128 2 16 1 256 0,5 16 4 32 
Imipenem 0,125 2 0,06 0,125 0,25 256 0,125 8 0,125 2 
Meropenm 0,125 4 0,125 8 0,125 0,25 0,25 2 0,125 4 
Ciprofloxacina 0,25 32 0,25 2 0,125 2 0,06 4 0,03 2 
Gatifloxacina 0,03 1 0,125 1 0,03 0,25 0,06 0,5 0,06 1 
Levofloxacina 0,125 4 0,25 1 0,06 1 0,125 4 0,125 2 
Polimixina B 1 8 1 8 2 8 0,25 8 0,25 16 
Dentre as amostras selvagens apenas a 17069, não estava viável, 
portanto esta e suas respectivas mutantes foram excluída do estudo, uma vez 
que utilizamos a amostra selvagem como calibradora da reação (nível zero), não 





amostras de Acientobacter spp. que encontram-se em destaque na Tabela 18 
não obtiveram crescimento após serem cultuvadas diversas vezes em ágar 
sangue, ou seja não foi possível recuperá-las, portanto essas amostras foram 
excluídas do estudo.  
Para avaliação da resistência aos β-lactâmicos avaliamos a expressão 
gênica da β-actamase do tipo AmpC e a diminuição da expressão da proteína de 
membrana externa ompA. 
A expressão da proteína de membrana externa CarO também tem sido 
associada à resistência aos carbapenens e dessa maneira também foi avaliada 
pela técnica da qRT-PCR. 
Outro mecanismo de resistência que vem sendo amplanemte descrito e 
também avaliado neste estudo foi a expressão do sistema de efluxo AdeABC.  
Para avaliação do mecanimo de resistência a polimixina B foi avaliada a 
expressão da proteína de membrana externa OmpW, que recentemente foi 
descrita em mutantes de A. baumannii resistentes à polimixina (Vila et al., 2007). 
Para realização dos experimentos foi realizado anteriormente a 
padronização da técnica da qRT-PCR, assim foi estabelecido as quantidades 
específicas de cada primer e cDNA para a quantificação relativa dos mecanismos 
de resistência. Foi utilizada a cepa de Acinetobacter spp. ATCC 17978 para 
realização da padronização da qRT-PCR. 
Todos os genes de resistência descritos acima foram avaliados pela 
técnica da qRT-PCR para todas as amostras de Acinetobacter spp. descrita na 





Como podemos observar nas figuras abaixo cada amostra de 
Acinetobacter spp. apresentou comportamentos distintos quando avaliamos os 
mecanismos de resistência frente aos mesmos antimicrobianos. 
Na detecção da β-lactamase do tipo AmpC, a amostra selvagem (30078) 
produziu AmpC em nível basal (zero), quando comparamos com as amostras 
mutantes podemos verificar que houve um aumento da expressão dessa enzima 
para as amostras selecionadas com gatifloxacina, imipenem e meropenem 
(Figura 5).  
O antimicrobiano que apresentou a maior expressão de β-lactamase do 
tipo AmpC foi o mutante de meropenem, portanto, observa-se que quando 
comparamos a amostras selvagem 30078 com as respectivas amostras mutantes 
de meropenem (meropenem 0,125 µg/mL e meropenem 8 µg/mL) verificamos 

































Figura 5. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica β-lactamase 
do tipo AmpC para amostra 30078 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 3007. Amostras mutantes selecionas com: 2: 
(ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 3: (ciprofloxacina >32 µg/mL), 4: (gatifloxacina <0,03 
µg/mL), 5: (gatifloxacina 2 µg/mL), 6: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 7: 
(levofloxacina 8 µg/mL), 8: (ceftazidima 4 µg/mL), 9: (ceftazidima >256 µg/mL), 
10: (cefepima 2 µg/mL), 11: (cefepima 256 µg/mL), 12: (imipenem 0,125 µg/mL), 
13: (imipenem 4 µg/mL), 14: (meropenem 0,125 µg/mL), 15: (meropenem 8 
µg/mL), 16: (polimixina B 1 µg/mL) e 17: (polimixina B 8 µg/mL). 
 
Outro mecanismo de resistência avaliado foi a expressão de bomba de 
efluxo AdeB. Para a amostra 30078 podemos visualizar na Figura 6 que não foi 
possível detectar a expressão da bomba de efluxo para a maioria das amostras 
mutantes resistentes. Entretanto, gatifloxacina apresentou o aumento da 
expressão dessa bomba de efluxo, uma vez que para o mutante de gatifloxacina 
 





<0,03 µg/mL não foi detectada a expressão da transcrião desse gene e o mutante 
da gatifloxacina 2 µg/mL aumentou aproximadamente 5 vezes mais que a 















Figura 6. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica o sistema de 
bomba de efluxo AdeB para amostra 30078 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 30078. Amostras mutantes selecionas com: 2: 
(ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 3: (ciprofloxacina >32 µg/mL), 4: (gatifloxacina <0,03 
µg/mL), 5: (gatifloxacina 2 µg/mL), 6: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 7: 
(levofloxacina 8 µg/mL), 8: (ceftazidima 4 µg/mL), 9: (ceftazidima >256 µg/mL), 
10: (cefepima 2 µg/mL), 11: (cefepima 256 µg/mL), 12: (imipenem 0,125 µg/mL), 
13: (imipenem 4 µg/mL), 14: (meropenem 0,125 µg/mL), 15: (meropenem 8 
µg/mL), 16: (polimixina B 1 µg/mL) e 17: (polimixina B 8 µg/mL). 
 
De acordo com o resultado da expressão da proteína de membrana 
externa CarO para a amostra de Acinetobacter spp. 30078, pode-se observar que 
 





os mutantes resistentes de meropenem, apresentaram uma diminuição na 
expressão dessa proteína, o que poderia ter contribuído para a redução da 














Figura 7. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa CarO para amostra 30078 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 30078. Amostras mutantes selecionas com: 2: 
(ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 3: (ciprofloxacina >32 µg/mL), 4: (gatifloxacina <0,03 
µg/mL), 5: (gatifloxacina 2 µg/mL), 6: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 7: 
(levofloxacina 8 µg/mL), 8: (ceftazidima 4 µg/mL), 9: (ceftazidima >256 µg/mL), 
10: (cefepima 2 µg/mL), 11: (cefepima 256 µg/mL), 12: (imipenem 0,125 µg/mL), 
13: (imipenem 4 µg/mL), 14: (meropenem 0,125 µg/mL), 15: (meropenem 8 
µg/mL), 16: (polimixina B 1 µg/mL) e 17: (polimixina B 8 µg/mL). 
Na Figura 8, pode ser observado que a proteína de mebrana externa 
OmpA apresentou diminuição na sua expressão apenas para os antimicrobianos  
cefepima, imipenem e meropenem para a amostra de Acinetobacter spp. 30078.  
 







Figura 8. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa OmpA para amostra 30078 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 30078. Amostras mutantes selecionas com: 2: 
(ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 3: (ciprofloxacina >32 µg/mL), 4: (gatifloxacina <0,03 
µg/mL), 5: (gatifloxacina 2 µg/mL), 6: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 7: 
(levofloxacina 8 µg/mL), 8: (ceftazidima 4 µg/mL), 9: (ceftazidima >256 µg/mL), 
10: (cefepima 2 µg/mL), 11: (cefepima 256 µg/mL), 12: (imipenem 0,125 µg/mL), 
13: (imipenem 4 µg/mL), 14: (meropenem 0,125 µg/mL), 15: (meropenem 8 
µg/mL), 16: (polimixina B 1 µg/mL) e 17: (polimixina B 8 µg/mL). 
 
 
Para a avaliação da transcrição gênica da proteína de mebrana externa 
OmpW observamos a diminuição da transcrição para os carbapenens, imipenem 
e meropenem, como pode ser visualizado na Figura 9.  






Figura 9. Quantificação relativa expressão do gene que codifica a proteína 
de membrana externa OmpW para amostra 30078 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 30078. Amostras mutantes selecionas com: 2: 
(ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 3: (ciprofloxacina >32 µg/mL), 4: (gatifloxacina <0,03 
µg/mL), 5: (gatifloxacina 2 µg/mL), 6: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 7: 
(levofloxacina 8 µg/mL), 8: (ceftazidima 4 µg/mL), 9: (ceftazidima >256 µg/mL), 
10: (cefepima 2 µg/mL), 11: (cefepima 256 µg/mL), 12: (imipenem 0,125 µg/mL), 
13: (imipenem 4 µg/mL), 14: (meropenem 0,125 µg/mL), 15: (meropenem 8 
µg/mL), 16: (polimixina B 1 µg/mL) e 17: (polimixina B 8 µg/mL). 
 





A segunda amostra de Acinetobacter spp. avaliada foi a 17068, onde 
podemos observar na Figura 10 que não detectamos a presença da -lactamase 
















Figura 10. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica β-
lactamase do tipo AmpC para amostra 17066 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 17066 Amostra mutante selecionada com: 2: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 3: (levofloxacina 0,25 µg/mL), 4: (levofloxacina 1 
µg/mL), 5: (imipenem 0,06 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (gatifloxacina 
0,125µg/mL), 8: (gatifloxacina 1 µg/mL), 9: (cefepima 0,06 µg/mL), 10: (cefepima 
2 µg/mL), 11: (ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 12: (ciprofloxacina 2 µg/mL), 13: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 14: (ceftazidima 32 µg/mL). 
 





 Assim como a detecção de AmpC, o mesmo aconteceu para detecção da 
bomba de efluxo AdeB, ou seja, não foi possível detectar esse mecanismo de 
resistência para nenhum dos mutantes resistentes avaliados referente a esta 
















Figura 11. Quantificação relativa expressão do gene que codifica o 
sistema de bomba de efluxo AdeB para amostra 17066 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 17066. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 3: (levofloxacina 0,25 µg/mL), 4: (levofloxacina 1 
µg/mL), 5: (imipenem 0,06 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (gatifloxacina 
0,125µg/mL), 8: (gatifloxacina 1 µg/mL), 9: (cefepima 0,06 µg/mL), 10: (cefepima 
2 µg/mL), 11: (ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 12: (ciprofloxacina 2 µg/mL), 13: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 14: (ceftazidima 32 µg/mL). 
 





Para analise da expressão da proteína de membrana externa CarO 
podemos verificar na Figura 12 que essa proteína esta sendo expressa em 
diverso mutantes, mas por outro lado quando comparamos com a amostra 
selvagem (nível zero), nenhuma das amostras mutantes resistentes foram 
capazes que expressar essa proteína menos que a selvagem. Porém, nos 
mutantes de ciprofloxacina e ceftazidima foi observado um aumento na 
expressão do gene que codifica a proteína de membrana externa CarO, 
entretanto ceftazidima obteve uma concentração 7,6 vezes maior quando 














Figura 12. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa CarO para amostra 17066 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 17066. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 3: (levofloxacina 0,25 µg/mL), 4: (levofloxacina 1 
µg/mL), 5: (imipenem 0,06 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (gatifloxacina 
0,125µg/mL), 8: (gatifloxacina 1 µg/mL), 9: (cefepima 0,06 µg/mL), 10: (cefepima 
 





2 µg/mL), 11: (ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 12: (ciprofloxacina 2 µg/mL), 13: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 14: (ceftazidima 32 µg/mL). 
 
 Assim como acabamos de mostrar anteriomente, a expressão da proteína 
de membrana externa OmpA apresentou desempenho semelhante com a 
encontrada pela CarO, ou seja, os mutantes estao expressando essa proteína de 
membrana externa uma vez que o esperado era encontrar uma diminuição dessa 
expressão nos mutantes resistentes quando comparados com a amostra 















Figura 13. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de  membrana externa OmpA para amostra 17066 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 17066. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 3: (levofloxacina 0,25 µg/mL), 4: (levofloxacina 1 
µg/mL), 5: (imipenem 0,06 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (gatifloxacina 
0,125µg/mL), 8: (gatifloxacina 1 µg/mL), 9: (cefepima 0,06 µg/mL), 10: (cefepima 
 





2 µg/mL), 11: (ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 12: (ciprofloxacina 2 µg/mL), 13: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 14: (ceftazidima 32 µg/mL). 
 
 A expressão do gene que codifica a proteína de membrana externa OmpW 
não foi detectada nem para a amostra selvagens 17066 e nem para os seus 














Figura 14. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa OmpW para amostra 17066 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 17066. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 3: (levofloxacina 0,25 µg/mL), 4: (levofloxacina 1 
µg/mL), 5: (imipenem 0,06 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (gatifloxacina 
0,125µg/mL), 8: (gatifloxacina 1 µg/mL), 9: (cefepima 0,06 µg/mL), 10: (cefepima 
2 µg/mL), 11: (ciprofloxacina 0,25 µg/mL), 12: (ciprofloxacina 2 µg/mL), 13: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 14: (ceftazidima 32 µg/mL). 
A terceira amostra analisada pela qRT-PCR foi a amostra 58054. Essa 
amostra apresentou resultados diferentes dos anteriores, como podemos 
 





observar na Figura 15. Com excessão da amostra de polimixina B MIC= 0,25 
µg/mL, nenhuma das outras amostras mutantes resistentes apresentaram 















Figura 15. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica β-
lactamase do tipo AmpC para amostra 58054 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 58054. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(cefepima 0,5 µg/mL), 3: (cefepima 16 µg/mL), 4: (imipenem 0,125 µg/mL), 5: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 6: (meropenem 2 µg/mL), 7: (ciprofloxacina 0,06 
µg/mL), 8: (ciprofloxacina 4 µg/mL), 9: (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 10: 
(gatifloxacina 0,5 µg/mL), 11: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 12: (levofloxacina 4 
µg/mL), 13: (polimixina 0,25 µg/mL), 14: (polimixina 8 µg/mL). 
 
 A Figura 16 mostra os resultados encontrados na detecção da 
expressão da bomba de efluxo AdeB, assim como os resultados mostrado 
 





anteriormente, nenhuma das amostra mutantes expressaram a bomba de efluxo 














Figura 16. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica o 
sistema de bomba de efluxo AdeB para amostra 58054 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 58054. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(cefepima 0,5 µg/mL), 3: (cefepima 16 µg/mL), 4: (imipenem 0,125 µg/mL), 5: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 6: (meropenem 2 µg/mL), 7: (ciprofloxacina 0,06 
µg/mL), 8: (ciprofloxacina 4 µg/mL), 9: (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 10: 
(gatifloxacina 0,5 µg/mL), 11: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 12: (levofloxacina 4 
µg/mL), 13: (polimixina 0,25 µg/mL), 14: (polimixina 8 µg/mL). 
 
 Para a análise da proteína de membrana externa CarO quase todos 
os mutantes resistentes apresentaram uma diminuição na transcrissão gênica 
dessa proteína de membrana externa, com exceção da amostra mutante 
selecionada com 0,25 µg/mL de polimixina B. A menor transcrissão gênica de 
 





CarO foi observado para a amostra mutante de gatifloxacina selecionada com 0,5 














Figura 17. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa CarO para amostra 58054 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 58054. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(cefepima 0,5 µg/mL), 3: (cefepima 16 µg/mL), 4: (imipenem 0,125 µg/mL), 5: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 6: (meropenem 2 µg/mL), 7: (ciprofloxacina 0,06 
µg/mL), 8: (ciprofloxacina 4 µg/mL), 9: (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 10: 
(gatifloxacina 0,5 µg/mL), 11: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 12: (levofloxacina 4 
µg/mL), 13: (polimixina 0,25 µg/mL), 14: (polimixina 8 µg/mL). 
 
A trasncrissão gênica para proteína de membrana externa OmpA, como 
mostra a Figura 18, também apresentou diminuição na sua expressão para a 
maioria dos mutantes resistentes, com exceção aos mutantes selecionados com 
0,125 µg/mL de meropenem e 0,25 µg/mL de polimixina B. 
 
 


















Figura 18. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa OmpA para amostra 58054 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 58054. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(cefepima 0,5 µg/mL), 3: (cefepima 16 µg/mL), 4: (imipenem 0,125 µg/mL), 5: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 6: (meropenem 2 µg/mL), 7: (ciprofloxacina 0,06 
µg/mL), 8: (ciprofloxacina 4 µg/mL), 9: (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 10: 
(gatifloxacina 0,5 µg/mL), 11: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 12: (levofloxacina 4 
µg/mL), 13: (polimixina 0,25 µg/mL), 14: (polimixina 8 µg/mL). 
 





Já para a avaliação da expressão da proteína de membrana externa 
OmpW, o único mutante resistente que apresentou diminuição na expressão 
dessa proteina foi o mutante de meropenem 2 µg/mL. Como pode ser observado 
na Figura 19, para todos os outros mutantes resistentes não foi possível detectar 














Figura 19. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa OmpW para amtroa 58054 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 58054,  
Amostra mutante selecionada com: 2: (cefepima 0,5 µg/mL), 3: (cefepima 16 
µg/mL), 4: (imipenem 0,125 µg/mL), 5: (meropenem 0,125 µg/mL), 6: 
(meropenem 2 µg/mL), 7: (ciprofloxacina 0,06 µg/mL), 8: (ciprofloxacina 4 µg/mL), 
9: (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 10: (gatifloxacina 0,5 µg/mL), 11: (levofloxacina 
0,125 µg/mL), 12: (levofloxacina 4 µg/mL), 13: (polimixina 0,25 µg/mL), 14: 
(polimixina 8 µg/mL). 
 





 A quarta amostra analisada pela qRT-PCR foi a amostra de Acinetobacter 
spp. 80083. 
 Quanto a produção de -lactamase do tipo AmpC os mutante de 
ceftazidima, imipenem, levofloxacina e polimixina B foram os que apresentaram 
aumento na expressão da produção dessa -lactamase, sendo o mutante de 
polimixina B MPC= 16 µg/mL o mutante que mais expressou AmpC quando 
comparado com a amostra selvagem (1,297 vezes mais), como pode ser 














Figura 20. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica β-
lactamase do tipo AmpC para amostra 146098 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 146098. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 3: (ceftazidima 32 µg/mL), 4: (cefepima 4 µg/mL), 5: 
(cefepima 32 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (imipenem 2 µg/mL), 8: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 9: (meropenem 4 µg/mL), 10: (ciprofloxacina 0,03 
µg/mL), 11: (ciprofloxacina2 µg/mL), 12 (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 13: 
 





(gatifloxacina 1 µg/mL), 14: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 15: (levofloxacina 2 
µg/mL), 16: (polimixina 0,25 µg/mL), 17: (polimixina 16 µg/mL). 
 
 A expressão do gene que codifica o sistema de bomba de efluxo adeB, 
entre as amostras 146098 foi detectada apenas para amostra mutante de 















Figura 21. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica o 
sistema de bomba de efluxo AdeB para amostra 146098 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 146098. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 3: (ceftazidima 32 µg/mL), 4: (cefepima 4 µg/mL), 5: 
(cefepima 32 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (imipenem 2 µg/mL), 8: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 9: (meropenem 4 µg/mL), 10: (ciprofloxacina 0,03 
µg/mL), 11: (ciprofloxacina2 µg/mL), 12 (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 13: 
(gatifloxacina 1 µg/mL), 14: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 15: (levofloxacina 2 
µg/mL), 16: (polimixina 0,25 µg/mL), 17: (polimixina 16 µg/mL). 
 





 Para análise da expressão do gene que codifia a proteína de membrana 
externa CarO, os mutantes de ciprofloxacina e gatifloxacina foram os que 















Figura 22. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa CarO para amostra 146098 de Acinetobacter spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 146098. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 3: (ceftazidima 32 µg/mL), 4: (cefepima 4 µg/mL), 5: 
(cefepima 32 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (imipenem 2 µg/mL), 8: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 9: (meropenem 4 µg/mL), 10: (ciprofloxacina 0,03 
µg/mL), 11: (ciprofloxacina2 µg/mL), 12 (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 13: 
(gatifloxacina 1 µg/mL), 14: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 15: (levofloxacina 2 
µg/mL), 16: (polimixina 0,25 µg/mL), 17: (polimixina 16 µg/mL). 
 
 





 A figura 23 mostra a análise da proteína de membrana externa OmpA, 
como podemos visualizar os mutantes de caftazidima, ciprofloxacina, 
levofloxacina e gatifloxacina foram os que apresentaram diminuição da expressão 















Figura 23. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa OmpA para amostra 146098 de Acinetobacter 
spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 146098. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 3: (ceftazidima 32 µg/mL), 4: (cefepima 4 µg/mL), 5: 
(cefepima 32 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (imipenem 2 µg/mL), 8: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 9: (meropenem 4 µg/mL), 10: (ciprofloxacina 0,03 
µg/mL), 11: (ciprofloxacina2 µg/mL), 12 (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 13: 
(gatifloxacina 1 µg/mL), 14: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 15: (levofloxacina 2 
µg/mL), 16: (polimixina 0,25 µg/mL), 17: (polimixina 16 µg/mL). 
 
 





 Como pode ser observado na Figura 24, nao foi possivel detectar a 
expressao da proteina de membrana externa OmpW para nenhuma amostra de 















Figura 24. Quantificação relativa da expressão do gene que codifica a 
proteína de membrana externa OmpW para amostra 146098 de Acinetobacter 
spp. 
Legenda: 1: amostra selvagem 30083. Amostra mutante selecionada com: 2: 
(ceftazidima 4 µg/mL), 3: (ceftazidima 32 µg/mL), 4: (cefepima 4 µg/mL), 5: 
(cefepima 32 µg/mL), 6: (imipenem 0,125 µg/mL), 7: (imipenem 2 µg/mL), 8: 
(meropenem 0,125 µg/mL), 9: (meropenem 4 µg/mL), 10: (ciprofloxacina 0,03 
µg/mL), 11: (ciprofloxacina2 µg/mL), 12 (gatifloxacina 0,06 µg/mL), 13: 
(gatifloxacina 1 µg/mL), 14: (levofloxacina 0,125 µg/mL), 15: (levofloxacina 2 










 Acinetobacter spp. é um cocobacilo não fermentador, que há três 
décadas passadas surgiu como um organismo de patogenicidade questionável e 
que se tornou um importante agente infeccioso em várias regiões do mundo 
(Fournie & Richer, 2006; Dima et al.,2007). 
 Infecções causadas por Acinetobacter spp. tem sido relatadas com 
maior freqüência em países tropicais (Munhoz-Prince, 2008). Na América Latina, 
particularmente, no Brasil, Acinetobacter spp. encontra-se entre os agentes 
etiológicos mais freqüentes responsáveis por infecções hospitalares, 
especialmente em pacientes com infecções do trato respiratório associada à 
ventilação mecânica (Sader et al., 2001; Tognim, et al., 2004).  
 Diversos estudos multicêntricos, envolvendo hospitais brasileiros têm 
demonstrado que a maioria dos isolados de Acinetobacter spp. são sensíveis 
somente aos carbapenens (imipenem e/ou meropenem) e às polimixinas, e, cerca 
de 10 a 20% são resistentes a quase todos os antimicrobianos disponíveis 
comercialmente, com exceção das polimixinas (Gales et al., 1996; Sader et al., 
1998b; Tognim, et al., 2004).  
Foram selecionados para este estudo 20 isolados clínicos de 
Acinetobacter spp. sensíveis aos β-lactâmicos, fluoroquinolonas e polimixina B, 
provenientes de infecção de corrente sanguínea de pacientes internados no 
Hospital São Paulo. Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados 
clínicos de Acinetobacter spp. foram realizados pela técnica de disco difusão e, 





Como o conceito da MPC é uma estratégia a ser utilizada na prevenção do 
crescimento de bactérias mutantes resistentes, foram selecionadas somente 
amostras sensíveis aos respectivos antimicrobianos para este estudo. 
Os antimicrobianos avaliados no presente estudo demonstraram alta 
atividade in vitro contra todos os isolados clínicos de Acinetobacter spp. Entre os 
antimicrobianos testados, interessantemente, a gatifloxacina foi o agente 
antimicrobiano mais potente contra os isolados clínicos de Acinetobacter spp., 
apresentando-se duas vezes mais potente que os carbapenens. Esse resultado 
contrasta com os resultados obtidos por Sader e colaboradores em um estudo 
multicêntrico realizado em 2001, onde foram avaliados os principais 
microrganismos isolados em infecções de corrente sanguínea, e os carbapenens 
foram os antimicrobianos que apresentaram maior atividade contra Acinetobacter 
spp. (Sader et al. 2001). 
O Food and Drug Administration (FDA), junto com a empresa Bristol Myers 
Squibb, publicaram no dia 16 de fevereiro de 2006, um alerta aos profissionais da 
saúde sobre mudanças na seção de contra-indicações quanto à prescrição do 
produto gatifloxacina (Tequim®) devido ao risco de sérias alterações nos níveis de 
glicose, e contra-indicando o uso deste agente para pacientes diabéticos. Após a 
divulgação deste comunicado a gatifloxacina foi retirada do mercado, uma vez 
que os efeitos colaterais são graves e alguns desses casos foram fatais. 
(http://www.anvisa.gov.br/farmacovigilancia/informes/2006 /informe_1.htm).  
Atualmente, para a determinação da MIC, um inóculo padronizado 
contendo 104 – 105 UFC/mL é utilizado. Este inóculo pode não conter as 





Essas mutações espontâneas ocorrem em uma freqüência baixa (10-6 ou 10-8 
UFC). Por isso, quando se avalia a MPC, um inóculo suficientemente maior deve 
ser utilizado para que haja oportunidade de avaliar qual a concentração de 
antimicrobiano é capaz de prevenir o crescimento destas bactérias. 
A MPC é definida como a menor concentração de antimicrobiano capaz de 
inibir o crescimento de bactérias mutantes resistentes quando uma concentração 
bacteriana ≥109 UFC/mL é semeada em placas de ágar contendo diferentes 
concentrações de antimicrobianos. Em resumo, a MPC pode ser definida como a 
MIC das subpopulações bacterianas resistentes que ocorrem naturalmente 
(Blondeau et al., 2001; Dong et al., 1999; Drlica, 2001; Zhao & Drlica, 2001).  
Um fator importante que pode variar na recuperação de subpopulação de 
mutante é o período de incubação dessas amostras durante os experimentos. Um 
estudo comparando a determinação da MPC, em 24 horas versus 48 horas de 
incubação, mostrou que a freqüência de seleção de mutantes resistentes foi mais 
alta no período de 48 horas (Randall et al., 2004). Entretanto, em um outro estudo 
que avaliou comparativamente a MPC obtida em 48 horas, com aquela obtida 
após 7 dias de incubação, demonstrou que não havia maior recuperação de 
mutantes resistentes após 48 horas (Linde & Lehn, 2004). Por isso, foi optado 
neste estudo, para que a MPC fosse determinada após 48 horas de incubação, a 
37ºC. 
Diversos estudos relatam que, em infecções bacterianas, a concentração 
do microrganismo no sítio infeccioso pode ser ≥ 1010 células ( Bingen et al, 1990; 
Low, 2001). Conseqüentemente, por se tratar de um inóculo relativamente alto, 





bacteriana fosse atingida. Para garantir que esse inóculo tivesse sido alcançado 
in vitro a contagem de colônias foi realizada durante todos os experimentos. 
Ainda, para garantir que havia ocorrido realmente a seleção de cepas mutantes, 
após o término dos experimentos realizados para determinação da MPC, foi 
realizada a detecção da MIC pela técnica de E-test® para algumas amostras 
bacterianas selecionadas nas placas de MPC. 
No presente estudo, foi avaliada a MPC para os seguintes agentes 
antimicrobianos: β-lactâmicos (ceftazidima, cefepima, imipenem e meropenem), 
fluoroquinolonas (ciprofloxacina, levofloxacina e gatifloxacina) e polimixinas 
(polimixina B). Smith e colaboradores (2003) publicaram um trabalho criticando a 
aplicabilidade do conceito da MPC para prevenção da resistência a outras 
classes antimicrobianas, que não fosse a das fluoroquinolonas. Segundo esse 
trabalho, o conceito da MPC não poderia ser extrapolado para outros agentes 
antimicrobianos, cujos mecanismos de resistência bacteriana não fossem 
decorrentes de mutações cromossômicas. Entretanto, esses autores basearam-
se em um número extremamente limitado de publicações, cuja qualidade dos 
resultados foi questionada pelos próprios autores, já que alguns destes trabalhos 
utilizaram amostras já resistentes e não avaliaram o mecanismo de resistência 
presente nas amostras mutantes (Smith, 2003). 
Em isolados clínicos de Acinetobacter spp. a resistência às cefalosporinas 
de amplo espectro e carbapenens pode ser conseqüente à produção de β-
lactamases, que pode ser mediada por genes plasmidiais ou cromossomais. 
Porém, entre as amostras de Acinetobacter spp., a hiperprodução de β-
lactamases do tipo AmpC, mediada por genes cromossômicos, associada à 





de resistência aos β-lactâmicos descrito até o momento (Livermore, 1995; 2002; 
2003). Portanto, nesse caso seria aceitável a avaliação do conceito da MPC para 
essa classe de antimicrobianos.  
Com o aumento da prevalência de amostras de Acinetobacter spp. 
multirresistentes, o uso parenteral das polimixinas foi restabelecido, apesar da 
toxicidade e das características farmacocinéticas desfavoráveis (Levin et al., 
1999; Evans et al., 1999). Levin e colaboradores em um estudo realizado em 
1999 relataram o uso intravenoso da polimixina E para o tratamento de infecções 
causadas por amostras multirresistentes de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. 
Segundo esse trabalho, 35 (58,0%) dos 60 pacientes tratados apresentaram boa 
resposta clínica. No entanto, a falha terapêutica foi relatada em 75% dos 
pacientes que receberam polimixina E para o tratamento de pneumonias. No 
presente estudo, quase todas as amostras selecionadas eram sensíveis a 
polimixina B, com exceção apenas de uma única amostra que apresentou MIC 
igual a 4 µg/mL (CLSI, 2006). Por se tratar de um antimicrobiano de suma 
importância no tratamento de bactérias multirresistentes e pelo seu mecanismo 
de resistência ainda não ser totalmente esclarecido, acreditamos que seria 
interessante a avaliação da MPC das amostras de Acinetobacter spp. frente a 
este agente antimicrobiano. 
Um estudo conduzido por Drlica e colaboradores (2006), demonstrou 
uma baixa correlação para várias quinolonas contra amostras de Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus 
pneumoniae. Assim como diversos outros estudos também têm observado e 
relatado uma baixa correlação entre a MIC e a MPC (Marcusson et al., 2005; 





mesmo modo, no presente estudo, encontramos uma baixa correlação entre a 
MIC e a MPC para todos os antimicrobianos testados contra Acinetobacter spp. 
Embora o valor da correlação da ciprofloxacina (r2= 0,15) e da levofloxacina (r2= 
0,20) seja um pouco diferente do valor encontrado por Drlica, ambos os estudos 
confirmam a baixa correlação entre a MIC e a MPC para os diferentes 
antimicrobianos e espécies bacterianas testadas, enfatizando a importância da 
determinação da MPC, caso haja interesse em empregar este conceito na 
seleção do regime terapêutico mais adequado. 
Em 1997, Baquero e Negri sugeriram que o favorecimento do crescimento 
de mutantes resistentes ocorre em uma área denominada de “janela para seleção 
de mutantes” (“Mutant Selection Window”- MSW). A MSW é a concentração de 
antimicrobiano que se situa entre a MIC e a MPC. Portanto, para evitar o 
surgimento de bactérias mutantes resistentes, o nível sérico e/ou tecidual de 
antimicrobiano deveria permanecer acima da MPC.  
Combinações de duas ou mais drogas poderiam ser utilizadas para reduzir 
a janela para seleção de mutantes, caso um antimicrobiano possua uma elevada 
MPC que não possa ser atingida com as doses habituais empregadas nos 
esquemas terapêuticos e que doses mais elevadas não podem ser utilizadas 
devido à toxicidade (Lu et al., 2003; Zhao & Drlica, 2001). Um exemplo dessa 
situação é aquela encontrada na utilização da rifampicina para o tratamento da 
infecção causada por Mycobacterium tuberculosis. A concentração sérica da 
rifampicina é inferior à sua MPC e doses mais elevadas não podem ser 
empregadas clinicamente por causarem hepatotoxicidade. Com isso, a 
monoterapia com rifampicina é rapidamente seguida pelo surgimento de 





regimes combinados com outros agentes anti-tuberculostáticos (Dong et al., 
2000).  
É interessante que o regime terapêutico combinado empregue agentes 
antimicrobianos que possuam diferentes alvos de ação e, dessa maneira, 
mutações distintas seriam necessárias para a aquisição de resistência (Drlica, 
2003). Além disso, é necessário que as drogas associadas apresentem perfis 
farmacocinéticos semelhantes para que não ocorra a seleção de subpopulações 
mutantes resistentes. Uma vez que, se os antimicrobianos apresentam diferentes 
perfis farmacocinéticos, estes poderiam atuar como monoterapia na janela para 
seleção de mutantes favorecendo, assim, a seleção de mutantes resistentes 
(Zhao & Drlica, 2001). 
Para determinar qual antimicrobiano menos selecionaria e favoreceria o 
crescimento de mutantes resistentes, analisamos, no presente estudo, a relação 
MPC/MIC. Quanto menor essa razão, menor seria a janela para a seleção de 
mutantes, ou seja, menor a chance de selecionar subpopulações mutantes 
resistentes (Drlica, 2003; Zhao & Drlica, 2001). No presente estudo, a razão 
MPC/MIC para as fluoroquinolonas demonstrou que a levofloxacina (32) foi o 
antimicrobiano que apresentou menor janela para seleção de mutantes, seguida 
por gatifloxacina (64) e ciprofloxacina (128). Em contraste, em um estudo 
realizado por Hansen (2005), a levofloxacina apresentou uma janela para seleção 
de mutante duas vezes maior que a da ciprofloxacina, ou seja, ciprofloxacina foi a 
fluoroquinolona mais ativa para inibir a seleção e o crescimento de 





Baseando-se nas concentrações séricas atingidas pelos antimicrobianos 
testados neste estudo, quando doses habituais são utilizadas, somente os 
carbapenens e a levofloxacina foram capazes de atingir concentrações séricas 
suficientes para suprimir o favorecimento do crescimento de amostras mutantes 
resistentes e poderiam ser, assim, utilizados como monoterapia no tratamento 
das infecções causadas por Acinetobacter spp. 
Entre todas as classes de antimicrobianos avaliados, a polimixina B foi o 
antimicrobiano que apresentou a menor relação MPC/MIC (16), entretanto, a 
concentração sérica máxima atingida quando doses habituais foram prescritas, 
seria inferior àquela da MPC. Por se tratar de uma droga que pode apresentar 
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, não seria recomendada a elevação das doses 
para que concentrações iguais ou superiores a MPC fossem atingidas, evitando 
dessa maneira, o surgimento de subpopulações mutantes, quando as polimixinas 
fossem utilizadas como monoterapia. Uma das razões que poderia justificar a alta 
MPC para polimixina B no presente estudo seria o mecanismo adaptativo, onde a 
bactéria se adaptaria às concentrações de polimixina contidas no meio de cultura, 
portanto as amostras que cresceram nas placas para avaliação da MPC 
poderiam ter sido selecionadas pela presença da polimixina no meio e não 
porque tivessem sofrido mutações. Ainda, uma outra possibilidade seria a não 
aplicabilidade do conceito da MPC à combinação Acinetobacter spp. versus. 
polimixina B, uma vez que o surgimento de amostras de Acinetobacter spp. 
resistentes às polimixinas não tem sido freqüentemente observado na prática 
clínica. Em contraste, os antimicrobianos que apresentaram a maior janela para 
seleção de mutantes no presente estudo foram os β-lactâmicos ceftazidima e 





Para melhor elucidar qual mecanismo de resistência as bactérias utilizaram 
para driblar a ação dos antimicrobianos, resolvemos avaliar os principais 
mecanismos de resistência descrito em Acinetobacter spp. como a provável 
hiperprodução de β-lactamase do tipo AmpC, detecção de mutação nas regiões 
determinantes de resistência as quinolonas (QRDR) dos genes gyrA e parC e 
alteração da permeabilidade de membrana externa.  
Inicialmente, o mecanismo de resistência de todas as amostras mutantes 
resistentes, isoladas na janela para seleção de mutantes, ou seja, acima da MIC 
e abaixo da MPC seriam avaliadas. Porém, como o número de amostras 
mutantes situadas nesta faixa foi muito grande optamos por avaliar os 
mecanismos de resistência somente em cinco amostras de cada combinação 
espécie versus antimicrobiano. Essas amostras foram selecionadas, 
preferencialmente, baseadas nos diferentes intervalos da MIC e da MPC.  
Para cada antimicrobiano, foi detectado o mecanismo de resistência em 
uma amostra isolada na concentração correspondente à MIC, uma amostra 
isolada no intervalo entre a MIC e a MPC, e outra isolada na concentração 
referente à MPC, quando possível. 
Primeiramente, foi avaliada, no presente estudo, a hiperprodução de β-
lactamase do tipo AmpC, onde foi feita a comparação entre a taxa de hidrólise da 
ceftazidima, pela bactéria selvagem versus bactéria mutante. Além da 
ceftazidima, foram utilizados também cefepima e imipenem como substratos. 
Interessantemente, não foi detectada nenhuma hidrólise durante os experimentos 
para nenhum dos antimicrobianos β-lactâmicos avaliados. Recentemente, foi 





Essa ISABA-1 está presente no cromossomo de Acinetobacter spp. Esse elemento 
móvel pode apresentar um importante papel na regulação da expressão de vários 
genes de resistência em Acinetobacter spp.. Portanto, a regulação de genes de 
resistência que codificam as β-lactamases, ampC, blaoxa-23 e blaoxa-27 também são 
influenciadas pela presença de ISABA-1 (Segal et a., 2007). A presença deste 
elemento de inserção na região promotora destes genes resultaria, 
respectivamente, no aumento da expressão destes, ocasionando o aumento da 
produção das respectivas β-lactamases.  
Para a determinação da mutação nas QRDR dos genes gyrA e parC, foi 
realizado a PCR e, posteriormente, o sequenciamento dessas regiões para 
detecção das possíveis mutações ocorridas. Entretanto, os resultados deste 
estudo mostram que não foi detectada nenhuma mutação nas amostras 
avaliadas. Dessa maneira, os resultados encontrados neste estudo, são 
discordantes de diversos estudos anteriores que avaliaram e determinaram 
mutações nas QRDR dos genes gyrA e parC em amostras mutantes 
selecionadas a partir da metodologia aplicada para avaliação da MPC (Hansen, 
2005; Randall et al., 2004; Almeida et al., 2007). Sabendo que o primer utilizado 
nos experimentos avaliaram a região correta para determinação de resistência às 
quinolonas, outro mecanismo que poderia estar presente entre as amostras 
mutantes resistentes às quinolonas seria a hiperexpressão de sistemas de bomba 
de efluxo. O principal sistema de efluxo descrito em Acinetobacter spp. é o 
sistema AdeABC, por isso optamos avaliar apenas esse, entretanto o sistema de 
efluxo AbeM, pertencente a família MATE, também pode estar envolvido na 





A análise da permeabilidade de membrana externa foi realizada pela 
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, a fim de se observar se havia 
ocorrido alteração nas proteínas de membrana externa que pudesse justificar a 
seleção de amostras mutantes. Entretanto, mais uma vez, não foi observada 
nenhuma alteração nas proteínas de membrana externa das amostras mutantes 
estudadas em relação às cepas selvagens.  
Como não foi detectada nenhuma alteração nas amostras mutantes, 
quando comparadas às amostras selvagens, surgiu o questionamento de que, se 
durante o armazenamento dessas amostras, a bactéria poderia ter perdido a 
capacidade de expressar seu mecanismo de resistência, devido ao fato de ter 
sido armazenada em freezer -70 ºC ou por qualquer outro fator ambiental, apesar 
destas amostras terem sido armazenadas em concentrações subinibitórias de 
antimicrobianos. Portanto, na tentativa de avaliar a possível influência do 
congelamento foram selecionadas aleatoriamente três amostras entre as 
amostras avaliadas anteriormente, e todos os experimentos foram realizados 
sequencialmente. Após a recuperação das amostras armazenadas no freezer -
70ºC, com dois repiques consecutivos em ágar sangue, essas foram submetidas 
novamente à determinação da MPC e, em seguida, à avaliação da taxa de 
hidrólise, PCR e análise das proteínas de membrana externa. Novamente, não foi 
detectado nenhum tipo de alteração nas amostras mutantes quando comparada 
às amostras selvagens, respectivamente. Portanto, de acordo com os resultados 
obtidos podemos sugerir que não houve influência do congelamento na avaliação 
dos possíveis mecanismos de resistência obtidos.  
Devido aos resultados apresentados, optamos por avaliar hiperexpressão 





membrana externa em Acinetobacter spp., pela técnica da PCR em tempo real 
(qRT-PCR), nas amostras mutantes: Para a análise por qRT-PCR, foram 
avaliadas quatro amostras selvagens para cada antimicrobiano, além das suas 
respectivas amostras mutantes, uma recuperada nas concentrações 
correspondentes no valor da MIC e outra no valor da MPC.  
Para selecionar os genes de resistência que deveríamos analisar, 
primeiramente verificou-se que o aparecimento de Acinetobacter spp. 
multirresistente tem se tornado cada vez mais freqüente, e as opções 
terapêuticas no tratamento das infecções causadas por esses microrganismos 
tem se tornado cada vez mais limitada. Um fator muito importante nos isolados 
de Acinetobacter spp. é a resistência intrínseca que esse microrganismo possui, 
que pode ser explicada devido a baixa permeabilidade de membrana externa, 
produção de β-lactamase do tipo AmpC (cromossomal) e ainda, a expressão de 
alguns sistemas de bomba de efluxo constitutiva. 
Durante a avaliação da qRT-PCR para o gene AmpC, pode-se verificar em 
nossos resultados que houve um aumento de aproximadamente quatro vezes e 
sete vezes na transcrição deste deste gene nas amostras selecionadas com 
imipenem e meropenem, respectivamente, para as amostras mutantes quando 
comparadas à amostra selvagem (30078). Porém, quando avaliadas as demais 
amostras (17066, 58054 e 146098) foi verificado que este gene não estava sendo 
transcrito para algumas amostra mutantes selecionadas com os outros β-
lactâmicos e, para outras amostras a sua transcrição foi menor que a da amostra 
selvagem. Isso pode ser explicado, uma vez que Acinetobacter spp. contendo 
ISABA-1 pode ter uma vantagem seletiva quando a sua sobrevivência for 





como por exemplo a hiperprodução de β-lactamase do tipo AmpC. Entretanto, 
estudos analisando a presença dessa IS seriam necessários para melhor 
esclarecer a resistência aos β-lactâmicos entre as amostras mutantes resistentes 
avaliadas no presente estudo. 
Outro mecanismo de resistência que avaliamos pela qRT-PCR foi a 
expressão do gene que codifica algumas proteínas me membrana externa. A 
primeira porina avaliada foi a OmpA, que pertence a maior família de proteínas de 
membrana externa, desempenhando um importante papel na entrada dos β-
lactâmicos na célula bacteriana. Com os resultados obtidos no presente estudo, 
pode-se verificar que quase todas as amostras tiveram uma diminuição na 
transcrição gênica para a proteína de membrana externa OmpA, o que explicaria 
a diminuição da entrada do β-lactâmico na célula bacteriana. Apenas para os 
mutantes das bactérias 30078 e 170066, selecionados com os antimicrobianos 
ceftazidima e cefepima, observou-se um aumento de seis vezes e uma vez, 
respectivamente, na transcrição do gene. A segunda análise de expressão gênica 
foi realizada para a proteína de membrana externa CarO. Essa proteína parece 
estar envolvida com a resistência aos carbapenens. Entretanto, Vila e 
colaboradores (2007) relataram que a proteína de membrana externa CarO pode 
funcionar como um canal de entrada inespecífico para carbapenens na célula 
bacteriana. Os resultados revelam que para todas a amostras mutantes avaliadas 
para os carbapenens, no presente estudo, foi observada uma diminuição na 
expressão do gene que codifica a proteína de membrana externa carO. Essa 
diminuição variou de 0,2 a duas vezes quando as amostras mutantes foram 





Foi avaliada também a transcrição gênica do gene ompW, que codifica 
uma terceira proteína de membrana externa denominada OmpW, que foi 
recentemente, associada a resistência in vitro para colistina entre amostras 
mutantes de A. baumannii (Vila et al., 2007). Apenas para uma única amostra os 
resultados da qRT-PCR mostra uma diminuição de três vezes do transcrito 
gênico para OmpW para a mutante no valor da MIC quando comparada com a 
amostra selvagem. Por outro lado, quando avaliamos a mesma amostra para a 
mutante no valor da MPC, essa transcrição foi cinco vezes maior, quando 
comparada com a amostra mutante isolada no valor da MIC. Entretanto, para 
todas as outras amostras mutantes de polimixina avaliadas no presente estudo 
para OmpW, não foi possível detectar a transcrição gênica do gene que codifica 
esta proteína de membrana externa, e as mutantes (MIC e MPC) do isolado 
17068, que apresentava MIC para polimixina de 4 µg/mL, não foram recuperadas 
do banco de microrganismo, não sendo possível avaliá-las.  
Apesar dos mecanismos de resistência às polimixinas em Acinetobacter 
spp. ainda não terem sido completamente elucidados, recentemente, um estudo 
realizado por Adams e colaboradores descreveram mutação em dois genes 
regulatórios, pmrA e pmrB. Estes genes parece estar envolvidos na regulação da 
resistência a polimixina em A. baumannii, podendo assim explicar o mecanismo 
adaptativo que as bactérias desenvolvem frente a um contato prolongado com a 
polimixina (Adams et al., 2009). Entretanto, estudo adicionais ainda são 
necessários para esclarecer se houve realmente a seleção de mutantes 
resistentes ou se houve uma modificação em toda população bacteriana apenas 





Por último, um outro mecanismo de resistência de suma importância 
avaliado no presente estudo foi a expressão gênica do sistema de bomba de 
efluxo AdeAB. Essa bomba de efluxo possui atividade contra diversos 
antimicrobianos, como aminoglicosídeos, β-lactâmicos, cloranfenicol, tetraciclinas 
e pode estar associado à diminuição da sensibilidade às fluoroquinolona. Os 
nossos resultados mostram que a transcrição gênica do gene adeB foi maior para 
as amostras selecionadas com as fluoroquinolonas. Para o antimicrobiano 
levofloxacina, na amostra mutante no valor da MIC (30078), apresentou uma 
transcrição gênica 10 vezes maior quando comparado com a amostra selvagem, 
seguida pela mutante no valor da MIC para ciprofloxaciana (30078), que foi três 
vezes mais transcrito, quando comparamos com a amostra selvagem. Já, entre 
os antimicrobianos β-lactâmicos a amostra mutante no valor da MIC para 
imipenem (30078), observamos um aumento de duas vezes a sua transcrição 
quando comparamos com a amostra selvagem. 
Como os resultados obtidos no presente estudo foram distintos daqueles 
reportados e contrastam com aqueles esperados (Smith, 2003; Almeida, 2007; 
Pasquali, 2008; Nakamura, 2009), os nossos achados levaram a questionar se 
outros mecanismos de resistência não avaliados poderiam estar presentes, ou se 
realmente a técnica da MPC seria um fenômeno observado apenas in vitro. 
Baseado nos nossos resultados o conceito da MPC parece ser um fenômeno 
observado in vitro que não corresponderia ao que observamos clinicamente, 
como, se tormarmos como exemplo as polimixinas. Portanto, estudos adicionais 
são necessários a fim de avaliar se os nossos resultados são reprodutíveis e para 








1.  Os antimicrobianos que apresentaram a menor relação MPC:MIC entre 
as amostras de Acinetobacter spp. foi polimixina B seguido pela 
quinolona levofloxacina. 
2. Não foi detectada nenhuma mutação nas regiões determinantes de 
resistência às quinolonas dos genes gyrA e parC entre as amostras de 
Acinetobacter spp.mutantes avaliadas no presente estudo. 
3. O perfil das proteínas da membrana externa avaliadas nas amostras 
mutantes resistentes não apresentou nenhuma alteração entre todas as 
amostras de Acinetobacter spp. avaliadas no presente estudo. 
4. A hiperprodução de β-lactamases do tipo AmpC entre os 
antimicrobianos β-lactâmicos foi detectada apenas entre os mutantes 
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Acinetobacter baumannii constitui um importante patógeno oportunista em 
hospitais brasileiros. Uma característica comum desta bactéria é a 
resistência intrínseca a múltiplos antimicrobianos. Estratégias como a 
racionalização do uso e o rodízio de antimicrobianos têm sido aplicadas com 
o objetivo de minimizar o desenvolvimento de resistência bacteriana. Porém, 
apesar da utilização destas medidas, o número de relatos de amostras de A. 
baumannii multirresistentes tem aumentado consideravelmente. Uma nova 
estratégia para evitar o surgimento de bactérias resistentes tem sido 
proposta. Trata-se da utilização clínica de antimicrobianos que selecionem o 
menor número de bactérias mutantes resistentes. Este conceito baseia-se 
na determinação da menor concentração de antimicrobiano que previne o 
surgimento de bactérias mutantes resistentes, a MPC. O principal objetivo 
deste estudo será determinar os antimicrobianos que possuem a menor 
relação MPC:MIC, concentração inibitória mínima, entre as amostras de 
Acinetobacter spp. e, dessa maneira, distinguir os antimicrobianos capazes 
de menos selecionar e favorecer o crescimento de bactérias resistentes. 
Foram avaliadas 20 amostras clínicas de Acinetobacter spp. obtidas do 
Banco de Microrganismo do Laboratório Especial de Microbiologia Clínica 
(LEMC) da Disciplina de Doenças Infecciosas e Parasitárias, Universidade 
Federal de São Paulo/EPM. Inicialmente, o perfil de sensibilidade aos 
diversos antimicrobianos foi determinado pela técnica de disco difusão com 





cefalosporinas de amplo espectro, carbapenens e polimixinas. 
Posteriormente, as amostras sensíveis tiveram o seu perfil de sensibilidade 
determinado pela técnica de ágar diluição. A MPC será determinada como a 
menor concentração de antimicrobiano capaz de prevenir o crescimento 
bacteriano, utilizando-se um inóculo superior a 1010 UFC/ml semeado em 
placas com diferentes concentrações dos diversos antibióticos testados. 
Além da determinação da MPC, os mecanismos de resistência às 
quinolonas, polimixinas e cefalosporinas de amplo espectro das amostras 
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Acinetobacter sp. 8971 
Acinetobacter sp. 93A2 
Acinetobacter sp. A06 
Acinetobacter sp. A1 
Acinetobacter sp. A115 
Acinetobacter sp. A1411 
Acinetobacter sp. A17 
Acinetobacter sp. A2 
Acinetobacter sp. A208 
Acinetobacter sp. A21 
Acinetobacter sp. A221 
Acinetobacter sp. A32 
Acinetobacter sp. a5 
Acinetobacter sp. A9 
Acinetobacter sp. AC149 
Acinetobacter sp. AC17 
Acinetobacter sp. AC18 
Acinetobacter sp. AC23 
Acinetobacter sp. AC25 
Acinetobacter sp. AC28 
Acinetobacter sp. AC35 
Acinetobacter sp. AC423D 
Acinetobacter sp. AC78 
Acinetobacter sp. AcBz01 
Acinetobacter sp. AD321 
Acinetobacter sp. ADP1 
Acinetobacter sp. AE24 
Acinetobacter sp. AG-LSL 1 





Acinetobacter sp. AH23 
Acinetobacter sp. AK226 
Acinetobacter sp. AKB-2008-4286C 
Acinetobacter sp. AKB-2008-4300B 
Acinetobacter sp. AKB-2008-4362A 
Acinetobacter sp. AKB-2008-4367I 
Acinetobacter sp. AKB-2008-AU2 
Acinetobacter sp. AKB-2008-AU3 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE120 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE124 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE128 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE138 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE139 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE140 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE144 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE145 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE146 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE21 
Acinetobacter sp. AKB-2008-HE55 
Acinetobacter sp. AKB-2008-JO101 
Acinetobacter sp. AKB-2008-RU5 
Acinetobacter sp. AKB-2008-SL10 
Acinetobacter sp. AKB-2008-TE16 
Acinetobacter sp. AM12 
Acinetobacter sp. AMS-7 
Acinetobacter sp. An17 
Acinetobacter sp. AN2-06 
Acinetobacter sp. An9 
Acinetobacter sp. ANT9054 
Acinetobacter sp. AP6M1 
Acinetobacter sp. AQ5NOL 1 
Acinetobacter sp. arc5 
Acinetobacter sp. AS-6 
Acinetobacter sp. Asd MZL2 
Acinetobacter sp. ATCC 10153 
Acinetobacter sp. ATCC 17910 
Acinetobacter sp. ATCC 27244 
Acinetobacter sp. ATCC 33308 
Acinetobacter sp. AU1523 
Acinetobacter sp. AU3560 
Acinetobacter sp. AU783 
Acinetobacter sp. AzoR-3 
Acinetobacter sp. B-2-2 
Acinetobacter sp. B-QPkG1 
Acinetobacter sp. B.F-2 
Acinetobacter sp. B0064 
Acinetobacter sp. B10-4 
Acinetobacter sp. B11 
Acinetobacter sp. B113 
Acinetobacter sp. B135 
Acinetobacter sp. B13_7 
Acinetobacter sp. B2 
Acinetobacter sp. B3D 





Acinetobacter sp. B8-22 
Acinetobacter sp. BA17 
Acinetobacter sp. BA24 
Acinetobacter sp. BA34 
Acinetobacter sp. BAL7 
Acinetobacter sp. BBN3R-01d 
Acinetobacter sp. BC-02 
Acinetobacter sp. BC-SM2 
Acinetobacter sp. BC111 
Acinetobacter sp. BC187 
Acinetobacter sp. BCaL1 
Acinetobacter sp. BCH290703A 
Acinetobacter sp. BD413 
Acinetobacter sp. BDP-96-2_2-4 
Acinetobacter sp. BDP-96-2_4-2 
Acinetobacter sp. BDP-96-2_5-3 
Acinetobacter sp. BF-5 
Acinetobacter sp. BF.51 
Acinetobacter sp. BHSN 
Acinetobacter sp. BJC6 
Acinetobacter sp. BJS 
Acinetobacter sp. BJS1 
Acinetobacter sp. BJS13 
Acinetobacter sp. bm-8 
Acinetobacter sp. BM2722 
Acinetobacter sp. bme-3 
Acinetobacter sp. BMNS 
Acinetobacter sp. bnj_dkc13 
Acinetobacter sp. bnj_dkc23 
Acinetobacter sp. bnj_dkc_28 
Acinetobacter sp. bnj_dkc_29 
Acinetobacter sp. bnj_dkc_33 
Acinetobacter sp. bnj_dkc_42 
Acinetobacter sp. BNV 36 
Acinetobacter sp. BNV18 
Acinetobacter sp. Bouvet382(K.Irino 105/85) 
Acinetobacter sp. BP10 
Acinetobacter sp. BP8 
Acinetobacter sp. BR-12 
Acinetobacter sp. BR-25 
Acinetobacter sp. BRL02-56 
Acinetobacter sp. BRL02-60 
Acinetobacter sp. BS-2 
Acinetobacter sp. BS8Y 
Acinetobacter sp. BSA 30 
Acinetobacter sp. BSA 35 
Acinetobacter sp. BSA 47 
Acinetobacter sp. BSA 51 
Acinetobacter sp. BSL13 
Acinetobacter sp. BSL2 
Acinetobacter sp. BUU1 
Acinetobacter sp. BUU8 
Acinetobacter sp. BW 





Acinetobacter sp. BYC2 
Acinetobacter sp. BYC3 
Acinetobacter sp. C-1 
Acinetobacter sp. c1 
Acinetobacter sp. C1010 
Acinetobacter sp. C22 
Acinetobacter sp. c26 
Acinetobacter sp. c29 
Acinetobacter sp. C3 
Acinetobacter sp. c33 
Acinetobacter sp. c4 
Acinetobacter sp. c40 
Acinetobacter sp. c43 
Acinetobacter sp. c46 
Acinetobacter sp. c47 
Acinetobacter sp. c48 
Acinetobacter sp. c53 
Acinetobacter sp. c56 
Acinetobacter sp. c57 
Acinetobacter sp. c60 
Acinetobacter sp. c61 
Acinetobacter sp. c63 
Acinetobacter sp. c65 
Acinetobacter sp. c71 
Acinetobacter sp. C896 
Acinetobacter sp. c90 
Acinetobacter sp. CbB3 
Acinetobacter sp. CBMAI 463 
Acinetobacter sp. CC-CF5 
Acinetobacter sp. CC-RR1-52 
Acinetobacter sp. CCBAU 15463 
Acinetobacter sp. CD06 
Acinetobacter sp. CF3 
Acinetobacter sp. CG 
Acinetobacter sp. Chang 00910 
Acinetobacter sp. CHE4-1 
Acinetobacter sp. CIP-A165 
Acinetobacter sp. CJJH11 
Acinetobacter sp. CKY4 
Acinetobacter sp. CL 
Acinetobacter sp. CL0205 
Acinetobacter sp. CL1405 
Acinetobacter sp. CL1905 
Acinetobacter sp. CL2005 
Acinetobacter sp. CL2105 
Acinetobacter sp. CMG3032 
Acinetobacter sp. cn4 
Acinetobacter sp. CO 
Acinetobacter sp. cont-11 
Acinetobacter sp. CP 
Acinetobacter sp. CP-B 
Acinetobacter sp. CP-N 
Acinetobacter sp. CR1 





Acinetobacter sp. CRIB-43 
Acinetobacter sp. CS3 
Acinetobacter sp. CT25 
Acinetobacter sp. CU27 
Acinetobacter sp. CYEB-12 
Acinetobacter sp. CYEB-19 
Acinetobacter sp. D10 
Acinetobacter sp. D1103 
Acinetobacter sp. D12 
Acinetobacter sp. D25 
Acinetobacter sp. DB30014/96 
Acinetobacter sp. dcm5A 
Acinetobacter sp. DF4 
Acinetobacter sp. DG-04 
Acinetobacter sp. DG880 
Acinetobacter sp. DH01 
Acinetobacter sp. DH02-2 
Acinetobacter sp. DH03-2 
Acinetobacter sp. DH05 
Acinetobacter sp. DH05-2 
Acinetobacter sp. DH06-2 
Acinetobacter sp. DH08-2 
Acinetobacter sp. DH10-2 
Acinetobacter sp. DH11-2 
Acinetobacter sp. DH12-2 
Acinetobacter sp. DH13-2 
Acinetobacter sp. DH14-2 
Acinetobacter sp. DH15-2 
Acinetobacter sp. DH23-2 
Acinetobacter sp. DH25-2 
Acinetobacter sp. DH28-2 
Acinetobacter sp. DH29-2 
Acinetobacter sp. DH31 
Acinetobacter sp. DH31-2 
Acinetobacter sp. DH32-2 
Acinetobacter sp. DH33-2 
Acinetobacter sp. DH34-2 
Acinetobacter sp. DH36-2 
Acinetobacter sp. DH39-2 
Acinetobacter sp. DH41-2 
Acinetobacter sp. DH52-2 
Acinetobacter sp. DH53-2 
Acinetobacter sp. DH57-2 
Acinetobacter sp. DH58-2 
Acinetobacter sp. DH59-2 
Acinetobacter sp. DH60-2 
Acinetobacter sp. DH61-2 
Acinetobacter sp. DH62-2 
Acinetobacter sp. DH65-2 
Acinetobacter sp. DH70-2 
Acinetobacter sp. DH71-2 
Acinetobacter sp. DH78-2 
Acinetobacter sp. DH80-2 





Acinetobacter sp. DHHS5 
Acinetobacter sp. DiSz9 
Acinetobacter sp. DJJH35 
Acinetobacter sp. DJQD16 
Acinetobacter sp. DL-28 
Acinetobacter sp. DM-2005 
Acinetobacter sp. DM18619/96 
Acinetobacter sp. DN16 
Acinetobacter sp. DN4 
Acinetobacter sp. DNPA10 
Acinetobacter sp. dP 
Acinetobacter sp. DQ124 
Acinetobacter sp. DR.Y12 
Acinetobacter sp. DR1 
Acinetobacter sp. DSM 11652 
Acinetobacter sp. DSM 17874 
Acinetobacter sp. DSM 586 
Acinetobacter sp. DSP11 
Acinetobacter sp. Dui-5 
Acinetobacter sp. DUT_AHX 
Acinetobacter sp. DW112b 
Acinetobacter sp. DW149 
Acinetobacter sp. DZ0503SBS4 
Acinetobacter sp. E-10 
Acinetobacter sp. E-9 
Acinetobacter sp. E23 
Acinetobacter sp. E3 
Acinetobacter sp. E4IPC-4005 
Acinetobacter sp. E65/B 
Acinetobacter sp. E929 
Acinetobacter sp. EB104 
Acinetobacter sp. EBR01 
Acinetobacter sp. EBR02 
Acinetobacter sp. ED23-35 
Acinetobacter sp. ED45-25 
Acinetobacter sp. EDP3 
Acinetobacter sp. EH 28 
Acinetobacter sp. EKN4-1 
Acinetobacter sp. EMB 116 
Acinetobacter sp. EMB 3 
Acinetobacter sp. EN69 
Acinetobacter sp. EN96 
Acinetobacter sp. Epbas6 
Acinetobacter sp. ES-1 
Acinetobacter sp. Es12 
Acinetobacter sp. EVA10 
Acinetobacter sp. EVA11 
Acinetobacter sp. EVA12 
Acinetobacter sp. EVA13 
Acinetobacter sp. EVA14 
Acinetobacter sp. Everest-gws-28 
Acinetobacter sp. Everest-gws-48 
Acinetobacter sp. F112 





Acinetobacter sp. F166 
Acinetobacter sp. F24 
Acinetobacter sp. F24(2008) 
Acinetobacter sp. F5 
Acinetobacter sp. FH_1' 
Acinetobacter sp. FH_3' 
Acinetobacter sp. FH_4' 
Acinetobacter sp. FH_5' 
Acinetobacter sp. FL33 
Acinetobacter sp. FLL7 
Acinetobacter sp. FLL8 
Acinetobacter sp. FP4-2 
Acinetobacter sp. FR2_4 
Acinetobacter sp. FR2_9 
Acinetobacter sp. FS-YC6707 
Acinetobacter sp. Fsh11 
Acinetobacter sp. Fsh20 
Acinetobacter sp. FW 
Acinetobacter sp. FW12 
Acinetobacter sp. G13 
Acinetobacter sp. G16 
Acinetobacter sp. G30 
Acinetobacter sp. G3DM-29 
Acinetobacter sp. g42 
Acinetobacter sp. GA11-2 
Acinetobacter sp. GA16 
Acinetobacter sp. GA17 
Acinetobacter sp. GA30-2 
Acinetobacter sp. GA31 
Acinetobacter sp. GA35 
Acinetobacter sp. GA38 
Acinetobacter sp. GA40 
Acinetobacter sp. GA44 
Acinetobacter sp. GA52 
Acinetobacter sp. GA56 
Acinetobacter sp. GA60 
Acinetobacter sp. GA67 
Acinetobacter sp. GA72 
Acinetobacter sp. GA73 
Acinetobacter sp. GB1 
Acinetobacter sp. GBb22 
Acinetobacter sp. GIST-MLI60 
Acinetobacter sp. GIST-Out1 
Acinetobacter sp. GIST-OutAn1 
Acinetobacter sp. GOBB3-C105 
Acinetobacter sp. GOBB3-C107 
Acinetobacter sp. GW7 
Acinetobacter sp. GW8 
Acinetobacter sp. GXA5 
Acinetobacter sp. GXA7 
Acinetobacter sp. GXAN8 
Acinetobacter sp. GXY-2 
Acinetobacter sp. H-4 





Acinetobacter sp. H104 
Acinetobacter sp. H6 
Acinetobacter sp. H742 
Acinetobacter sp. HB-1 
Acinetobacter sp. HB1 
Acinetobacter sp. HBS-2 
Acinetobacter sp. Hg18B 
Acinetobacter sp. Hg4-05 
Acinetobacter sp. Hg4-11 
Acinetobacter sp. Hi10 
Acinetobacter sp. Hi7 
Acinetobacter sp. Hi9 
Acinetobacter sp. HIRFA32 
Acinetobacter sp. HIRFA34 
Acinetobacter sp. HJ2 
Acinetobacter sp. HNL08 
Acinetobacter sp. Hop10 
Acinetobacter sp. HPC 900 
Acinetobacter sp. HPC 913 
Acinetobacter sp. HPC 927 
Acinetobacter sp. HPC 929 
Acinetobacter sp. HPC1073 
Acinetobacter sp. HPC1268 
Acinetobacter sp. HPC1269 
Acinetobacter sp. HPC1280 
Acinetobacter sp. HPC1322 
Acinetobacter sp. HPC1324 
Acinetobacter sp. HPC1325 
Acinetobacter sp. HPC1326 
Acinetobacter sp. HPC1327 
Acinetobacter sp. HPC1331 
Acinetobacter sp. HPC1335 
Acinetobacter sp. HPC1339 
Acinetobacter sp. HPC1348 
Acinetobacter sp. HPC141 
Acinetobacter sp. HPC151 
Acinetobacter sp. HPC159 
Acinetobacter sp. HPC235 
Acinetobacter sp. HPC270 
Acinetobacter sp. HPC276 
Acinetobacter sp. HPC277 
Acinetobacter sp. HPC283 
Acinetobacter sp. HPC304 
Acinetobacter sp. HPC307 
Acinetobacter sp. HPC308 
Acinetobacter sp. HPC311 
Acinetobacter sp. HPC39 
Acinetobacter sp. HPC394 
Acinetobacter sp. HPC397 
Acinetobacter sp. HPC398 
Acinetobacter sp. HPC399 
Acinetobacter sp. HPC497 
Acinetobacter sp. HPC498 





Acinetobacter sp. HPC62 
Acinetobacter sp. HPC968 
Acinetobacter sp. HPC979 
Acinetobacter sp. HPW1 
Acinetobacter sp. HS-A32 
Acinetobacter sp. HSW-1a 
Acinetobacter sp. HSW-1b 
Acinetobacter sp. HTYC28 
Acinetobacter sp. HX-2006 
Acinetobacter sp. HY-7 
Acinetobacter sp. HZBN4 
Acinetobacter sp. Ic2 
Acinetobacter sp. ICB-117 
Acinetobacter sp. ICB117 
Acinetobacter sp. ICS20401 
Acinetobacter sp. IGCAR-9/07 
Acinetobacter sp. II-7 
Acinetobacter sp. II_Gauze_A_2_4 
Acinetobacter sp. IK1_03 
Acinetobacter sp. IK1_11 
Acinetobacter sp. IK1_12 
Acinetobacter sp. IK1_15 
Acinetobacter sp. IK1_18 
Acinetobacter sp. IK1_21 
Acinetobacter sp. IK1_24 
Acinetobacter sp. IK1_53 
Acinetobacter sp. IK2_32 
Acinetobacter sp. IK2_68 
Acinetobacter sp. INT-01 
Acinetobacter sp. IPB4 
Acinetobacter sp. IPPW-10 
Acinetobacter sp. IPPW-11 
Acinetobacter sp. IPPW-12 
Acinetobacter sp. IPPW-13 
Acinetobacter sp. IPPW-14 
Acinetobacter sp. IPPW-16 
Acinetobacter sp. IPPW-19 
Acinetobacter sp. IPPW-20 
Acinetobacter sp. IPPW-23 
Acinetobacter sp. IPPW-24 
Acinetobacter sp. IPPW-6 
Acinetobacter sp. IrT-R5M2-138 
Acinetobacter sp. IrT-R5M2-7 
Acinetobacter sp. IST 103 
Acinetobacter sp. ISTPCP-3 
Acinetobacter sp. J16 
Acinetobacter sp. J3-A109 
Acinetobacter sp. J332 
Acinetobacter sp. J42 
Acinetobacter sp. J6 
Acinetobacter sp. JA02-2 
Acinetobacter sp. JA03-2 
Acinetobacter sp. JA04 





Acinetobacter sp. JA05-2 
Acinetobacter sp. JA08-2 
Acinetobacter sp. JA09-2 
Acinetobacter sp. JA10-2 
Acinetobacter sp. JA11-2 
Acinetobacter sp. JA12-2 
Acinetobacter sp. JA13-2 
Acinetobacter sp. JA14-2 
Acinetobacter sp. JA15-2 
Acinetobacter sp. JA17-2 
Acinetobacter sp. JA19-2 
Acinetobacter sp. JA20-2 
Acinetobacter sp. JA21-2 
Acinetobacter sp. JA22-2 
Acinetobacter sp. JA23-2 
Acinetobacter sp. JA25-2 
Acinetobacter sp. JA26-2 
Acinetobacter sp. JA27-2 
Acinetobacter sp. JA28-2 
Acinetobacter sp. JA29-2 
Acinetobacter sp. JA30-2 
Acinetobacter sp. JA35-2 
Acinetobacter sp. JA36-2 
Acinetobacter sp. JA37-2 
Acinetobacter sp. JA38-2 
Acinetobacter sp. JA40-2 
Acinetobacter sp. JA42-2 
Acinetobacter sp. JA49+2 
Acinetobacter sp. JA52-2 
Acinetobacter sp. JA63-2 
Acinetobacter sp. JA64-2 
Acinetobacter sp. JA65-2 
Acinetobacter sp. JA68-2 
Acinetobacter sp. JA69-2 
Acinetobacter sp. JA70-2 
Acinetobacter sp. JAM-GA0301 
Acinetobacter sp. JAM-GA0701 
Acinetobacter sp. JB10 
Acinetobacter sp. JB11 
Acinetobacter sp. JB15 
Acinetobacter sp. JB17 
Acinetobacter sp. JB19 
Acinetobacter sp. JB29 
Acinetobacter sp. JB3 
Acinetobacter sp. JB37 
Acinetobacter sp. JB41 
Acinetobacter sp. JB5 
Acinetobacter sp. JB54 
Acinetobacter sp. JB7 
Acinetobacter sp. JB9 
Acinetobacter sp. JN18_V5_C 
Acinetobacter sp. JN18_V65_E 
Acinetobacter sp. JPB-1.07 





Acinetobacter sp. KL-9 
Acinetobacter sp. KNF2022 
Acinetobacter sp. KS2 
Acinetobacter sp. KSL5401-024 
Acinetobacter sp. KSL5401-037 
Acinetobacter sp. L 
Acinetobacter sp. L03 
Acinetobacter sp. L1 
Acinetobacter sp. L32 
Acinetobacter sp. LBEF 
Acinetobacter sp. lbrf-2 
Acinetobacter sp. LBV326 
Acinetobacter sp. LCE1 
Acinetobacter sp. LCE2 
Acinetobacter sp. LE/72 
Acinetobacter sp. LF-3 
Acinetobacter sp. LGA41 
Acinetobacter sp. LGB22 
Acinetobacter sp. LGB4 
Acinetobacter sp. Lhl-4r 
Acinetobacter sp. LM0105 
Acinetobacter sp. LM0205 
Acinetobacter sp. LM1 
Acinetobacter sp. LM2 
Acinetobacter sp. LM2305 
Acinetobacter sp. LMG M71 
Acinetobacter sp. LMG TH120 
Acinetobacter sp. LMG V68 
Acinetobacter sp. LMG V90 
Acinetobacter sp. Lo24 
Acinetobacter sp. LOB-6 
Acinetobacter sp. LR20 
Acinetobacter sp. LR30 
Acinetobacter sp. LR32 
Acinetobacter sp. LS56-7 
Acinetobacter sp. LUH 1469 
Acinetobacter sp. LUH 1472 
Acinetobacter sp. LUH1090 
Acinetobacter sp. LUH1470 
Acinetobacter sp. LUH3790 
Acinetobacter sp. LUH4547 
Acinetobacter sp. LUH4555 
Acinetobacter sp. LUH5605 
Acinetobacter sp. LZX01 
Acinetobacter sp. LZXC18 
Acinetobacter sp. LZXC2 
Acinetobacter sp. LZXC8 
Acinetobacter sp. M-1 
Acinetobacter sp. M071019V-1 
Acinetobacter sp. M114 
Acinetobacter sp. M145 
Acinetobacter sp. M2L2 
Acinetobacter sp. M4 





Acinetobacter sp. M444 
Acinetobacter sp. M522 
Acinetobacter sp. M526 
Acinetobacter sp. M9 
Acinetobacter sp. mA3 
Acinetobacter sp. MBDD-4 
Acinetobacter sp. MG80 
Acinetobacter sp. MH-140 
Acinetobacter sp. MH-159 
Acinetobacter sp. MH03 
Acinetobacter sp. MH04 
Acinetobacter sp. MH27 
Acinetobacter sp. MH38 
Acinetobacter sp. MH40 
Acinetobacter sp. Mhg 4 
Acinetobacter sp. MK28 
Acinetobacter sp. MK2S9 
Acinetobacter sp. ML11 
Acinetobacter sp. ML12 
Acinetobacter sp. ML13 
Acinetobacter sp. ML21 
Acinetobacter sp. MN12 
Acinetobacter sp. MN33 
Acinetobacter sp. MN37 
Acinetobacter sp. MO 
Acinetobacter sp. MOLA 17 
Acinetobacter sp. MOLA 336 
Acinetobacter sp. MT28 
Acinetobacter sp. MUB1 
Acinetobacter sp. Muzt-B21 
Acinetobacter sp. Muzt-B31 
Acinetobacter sp. Muzt-D95 
Acinetobacter sp. Muzt-E02 
Acinetobacter sp. Muzt-E61 
Acinetobacter sp. Muzt-E91 
Acinetobacter sp. Muzt-F02 
Acinetobacter sp. Muzt-G31 
Acinetobacter sp. Muzt-G51 
Acinetobacter sp. Muzt-J21 
Acinetobacter sp. N1 
Acinetobacter sp. N1(2008) 
Acinetobacter sp. N12 
Acinetobacter sp. N15 
Acinetobacter sp. N2 
Acinetobacter sp. N40 
Acinetobacter sp. NB4 
Acinetobacter sp. NCIMB9871 
Acinetobacter sp. NF4 
Acinetobacter sp. NH88-11 
Acinetobacter sp. Ni38 
Acinetobacter sp. NII-60 
Acinetobacter sp. NIOB 016 
Acinetobacter sp. NIPH 817 





Acinetobacter sp. NJ-41 
Acinetobacter sp. NJUST01 
Acinetobacter sp. no. 6 
Acinetobacter sp. NP143b 
Acinetobacter sp. NX2 
Acinetobacter sp. OC4 
Acinetobacter sp. OK1 
Acinetobacter sp. OM-E81 
Acinetobacter sp. OPB5 
Acinetobacter sp. OTUC6 
Acinetobacter sp. OVT1-RT-4 
Acinetobacter sp. P 
Acinetobacter sp. P-106 
Acinetobacter sp. P-107 
Acinetobacter sp. P-108 
Acinetobacter sp. P-109 
Acinetobacter sp. P-110 
Acinetobacter sp. P-112 
Acinetobacter sp. P-116 
Acinetobacter sp. P-121 
Acinetobacter sp. P-126 
Acinetobacter sp. P-128 
Acinetobacter sp. P-133 
Acinetobacter sp. P-134 
Acinetobacter sp. P-140 
Acinetobacter sp. P-141 
Acinetobacter sp. P-142 
Acinetobacter sp. P-143 
Acinetobacter sp. P-146 
Acinetobacter sp. P-148 
Acinetobacter sp. P-153 
Acinetobacter sp. P-155 
Acinetobacter sp. P-156 
Acinetobacter sp. P-157 
Acinetobacter sp. P-158 
Acinetobacter sp. P11-B-4 
Acinetobacter sp. p13F2 
Acinetobacter sp. P1L001 
Acinetobacter sp. P2-2 
Acinetobacter sp. P507 
Acinetobacter sp. PAH-4 
Acinetobacter sp. PALXIL10 
Acinetobacter sp. PAMU-1.11 
Acinetobacter sp. PB20 
Acinetobacter sp. PB32 
Acinetobacter sp. PC IW 04 
Acinetobacter sp. PC11 
Acinetobacter sp. PC19 
Acinetobacter sp. PD12 
Acinetobacter sp. PD4 
Acinetobacter sp. PD5 
Acinetobacter sp. PF11 
Acinetobacter sp. PG1.2 





Acinetobacter sp. PGO13 
Acinetobacter sp. PGO14 
Acinetobacter sp. PGO15 
Acinetobacter sp. PGS49 
Acinetobacter sp. PHA-P3 
Acinetobacter sp. phc1 
Acinetobacter sp. PHD-4 
Acinetobacter sp. phenon 10 
Acinetobacter sp. phenon 11 
Acinetobacter sp. phenon 8 
Acinetobacter sp. phenon 9 
Acinetobacter sp. Pi 4 
Acinetobacter sp. PIC-C23 
Acinetobacter sp. pjj-1 
Acinetobacter sp. PL1.2 
Acinetobacter sp. PL4 
Acinetobacter sp. PmeaMuc16 
Acinetobacter sp. PN14 
Acinetobacter sp. PN32 
Acinetobacter sp. PND-4 
Acinetobacter sp. PND-5 
Acinetobacter sp. PP-1 
Acinetobacter sp. PP1 
Acinetobacter sp. PPT1 
Acinetobacter sp. PRGB15 
Acinetobacter sp. PRGB16 
Acinetobacter sp. PSGB03 
Acinetobacter sp. PSGB04 
Acinetobacter sp. PSGB05 
Acinetobacter sp. Q 
Acinetobacter sp. QN6 
Acinetobacter sp. R-25580 
Acinetobacter sp. R3 
Acinetobacter sp. R32 
Acinetobacter sp. RA3849 
Acinetobacter sp. RAG-1 
Acinetobacter sp. Raminalimon 
Acinetobacter sp. RBE2CD-101 
Acinetobacter sp. RBE2CD-114 
Acinetobacter sp. RBE2CD-28 
Acinetobacter sp. RBE2CD-31 
Acinetobacter sp. RBE2CD-76 
Acinetobacter sp. RD4355 
Acinetobacter sp. RM160 
Acinetobacter sp. RN3 
Acinetobacter sp. RSC 
Acinetobacter sp. RUH 2218 
Acinetobacter sp. RUH 2866 
Acinetobacter sp. RUH1139 
Acinetobacter sp. RUH53T 
Acinetobacter sp. S2 
Acinetobacter sp. S2(2005) 
Acinetobacter sp. S274 





Acinetobacter sp. S3-25 
Acinetobacter sp. S429_17 
Acinetobacter sp. S429_2 
Acinetobacter sp. SA1 
Acinetobacter sp. SA4 
Acinetobacter sp. SAL_13 
Acinetobacter sp. SAP6 
Acinetobacter sp. SB180 
Acinetobacter sp. SB22 
Acinetobacter sp. SBSN 
Acinetobacter sp. SDDC12 
Acinetobacter sp. SDT-2005 
Acinetobacter sp. SE0105 
Acinetobacter sp. SE0205 
Acinetobacter sp. SE0805 
Acinetobacter sp. SE19 
Acinetobacter sp. Sea-12 
Acinetobacter sp. Sea-9 
Acinetobacter sp. SeaH-As2w 
Acinetobacter sp. secA 
Acinetobacter sp. secN 
Acinetobacter sp. SENDO1 
Acinetobacter sp. SF2 
Acinetobacter sp. SF4 
Acinetobacter sp. SF6 
Acinetobacter sp. SFI18 
Acinetobacter sp. SFI19 
Acinetobacter sp. SG1 
Acinetobacter sp. SH-8 
Acinetobacter sp. SH825131.2 
Acinetobacter sp. SK2 
Acinetobacter sp. SL-3 
Acinetobacter sp. SL-SNB 
Acinetobacter sp. SLH4 
Acinetobacter sp. SMCC B0208 
Acinetobacter sp. SMCC G917 
Acinetobacter sp. SMT-4 
Acinetobacter sp. SO-A5-1 
Acinetobacter sp. SO-A5-105 
Acinetobacter sp. SO-A5-61 
Acinetobacter sp. SO65Braf 
Acinetobacter sp. SR-C 
Acinetobacter sp. SR1-5a 
Acinetobacter sp. SR3 
Acinetobacter sp. SRR-55 
Acinetobacter sp. SS-2 
Acinetobacter sp. ST-01 
Acinetobacter sp. ST-550 
Acinetobacter sp. ST-FER-2 
Acinetobacter sp. st25 
Acinetobacter sp. SUN 
Acinetobacter sp. SUN-72 
Acinetobacter sp. SVUB2 





Acinetobacter sp. SY-01 
Acinetobacter sp. SY23 
Acinetobacter sp. SY35 
Acinetobacter sp. SY75 
Acinetobacter sp. SY76 
Acinetobacter sp. SYSN-1-1 
Acinetobacter sp. SYSN1 
Acinetobacter sp. T133 
Acinetobacter sp. T2 
Acinetobacter sp. T4 
Acinetobacter sp. T45 
Acinetobacter sp. TB40 
Acinetobacter sp. TB41 
Acinetobacter sp. TB42 
Acinetobacter sp. TB47 
Acinetobacter sp. TB52 
Acinetobacter sp. TC19 
Acinetobacter sp. TC21 
Acinetobacter sp. TC7 
Acinetobacter sp. TCCC11051 
Acinetobacter sp. TD IW 08 
Acinetobacter sp. TD5 
Acinetobacter sp. TDIW10 
Acinetobacter sp. TDIW13 
Acinetobacter sp. TDIW17 
Acinetobacter sp. TDWCW6 
Acinetobacter sp. TM1_6 
Acinetobacter sp. TM6_6 
Acinetobacter sp. Tpl-26 
Acinetobacter sp. TPR15 
Acinetobacter sp. TS IW 07 
Acinetobacter sp. TS10 
Acinetobacter sp. TS11 
Acinetobacter sp. TS14 
Acinetobacter sp. TS25 
Acinetobacter sp. TS39 
Acinetobacter sp. TS42 
Acinetobacter sp. TS6 
Acinetobacter sp. TSIW11 
Acinetobacter sp. TSIW21 
Acinetobacter sp. TSIW29 
Acinetobacter sp. TSIW30 
Acinetobacter sp. TSIW37 
Acinetobacter sp. TUT1001 
Acinetobacter sp. U11 
Acinetobacter sp. u21 
Acinetobacter sp. U51-2 
Acinetobacter sp. Ud-4 
Acinetobacter sp. ULV10 
Acinetobacter sp. ULV16 
Acinetobacter sp. ULV2 
Acinetobacter sp. ULV4 
Acinetobacter sp. ULV8 





Acinetobacter sp. UMB 11 
Acinetobacter sp. UMB 32 
Acinetobacter sp. UMB 33p 
Acinetobacter sp. UMB 40 
Acinetobacter sp. UMB79 
Acinetobacter sp. URAM1 
Acinetobacter sp. V-26 
Acinetobacter sp. V4.BE.09 
Acinetobacter sp. V4.BS.03 
Acinetobacter sp. V4.ME.25 
Acinetobacter sp. V4.MO.29 
Acinetobacter sp. VB31 
Acinetobacter sp. Ver3 
Acinetobacter sp. Ver5 
Acinetobacter sp. Ver7 
Acinetobacter sp. VKM05 
Acinetobacter sp. VKPM14 
Acinetobacter sp. VKPM45 
Acinetobacter sp. VTT E-072658 
Acinetobacter sp. VTT E-073065 
Acinetobacter sp. W-17 
Acinetobacter sp. w1 
Acinetobacter sp. W186-3 
Acinetobacter sp. w2 
Acinetobacter sp. W22 
Acinetobacter sp. WAB1867 
Acinetobacter sp. WAB1899 
Acinetobacter sp. WAB1900 
Acinetobacter sp. WAB1910 
Acinetobacter sp. WAB1931 
Acinetobacter sp. WAB1934 
Acinetobacter sp. WAB1941 
Acinetobacter sp. WAB1950 
Acinetobacter sp. WMF-4 
Acinetobacter sp. WMF-9 
Acinetobacter sp. WO2008034648_27348 
Acinetobacter sp. wpo2421 
Acinetobacter sp. WSL-3 
Acinetobacter sp. WSL-4 
Acinetobacter sp. WSL-9 
Acinetobacter sp. Wuba16 
Acinetobacter sp. Wuba25 
Acinetobacter sp. Wuba39 
Acinetobacter sp. WW21 
Acinetobacter sp. X1 
Acinetobacter sp. XA05 
Acinetobacter sp. XH7 
Acinetobacter sp. Y3A 
Acinetobacter sp. Y8 
Acinetobacter sp. YAA 
Acinetobacter sp. YSNZ 
Acinetobacter sp. YT-b3 
Acinetobacter sp. YY-5 





Acinetobacter sp. zf-104-II 
Acinetobacter sp. zf-78-II 
Acinetobacter sp. zf-IIRht10 
Acinetobacter sp. zf-IIRht17 
Acinetobacter sp. zf-IRht15 
Acinetobacter sp. ZHT42 
Acinetobacter sp. ZY022 
unclassified Acinetobacter 
Arctic sea ice bacterium ARK10033 
rainbow trout intestinal bacterium A75 
environmental samples 
Acinetobacter sp. enrichment culture clone LYC-1 
Acinetobacter sp. enrichment culture clone YFZ2 
uncultured Acinetobacter AC1 
uncultured Acinetobacter AC2 
uncultured Acinetobacter clone MT6 
uncultured Acinetobacter NB1 
uncultured Acinetobacter NB2 
uncultured Acinetobacter sp. 
uncultured Acinetobacter sp. FR004 
uncultured Acinetobacter sp. FR009 
uncultured Acinetobacter sp. FR011 
uncultured Acinetobacter sp. FR017 
uncultured Acinetobacter sp. FR027 
uncultured Acinetobacter sp. FR038 
uncultured Acinetobacter sp. HD-2000/18 
uncultured bacterium O11F12 
uncultured bacterium O11G12 
uncultured bacterium O14G3 
uncultured bacterium O18A5 







Anexo II. Avaliação da sensibilidade a antimicrobianos pela técnica de 
disco difusão das amostras de Acinetobacter spp. de acordo com as 
recomendações do CLSI (2006a). 
Número da 
Amostra 
Halo em mm 
CAZa CPMa IMPa MERa ATMa CIPa SAMa TIMa 
1077 19 16 18 17 14 21 19 6 
1029 21 26 33 26 16 30 30 23 
1069 21 23 11 16 14 21 18 6 
1039 24 25 30 26 23 24 31 25 
17039 26 28 35 26 14 29 NT 26 
17042 27 31 32 32 23 35 38 29 
30009 18 16 31 25 16 6 NT 25 
30064 21 26 32 27 19 6 26 25 
30054 22 23 30 20 19 26 27 24 
30086 24 27 30 28 20 31 29 27 
30069 25 25 32 25 14 28 30 26 
30060 26 28 31 27 25 29 35 37 
30021 27 30 30 32 25 30 NT 17 
30032 34 34 32 33 36 32 NT 27 
38034 18 22 29 24 22 6 24 24 
38094 18 17 26 18 9 24 22 22 
38020 19 24 30 24 13 28 24 24 
38012 20 22 28 22 14 22 22 24 
38095 20 22 32 22 18 26 24 26 
38004 22 24 30 24 14 30 28 28 
38035 22 24 27 25 16 26 24 24 
38099 22 22 27 24 12 24 26 25 
38022 24 28 30 27 19 32 28 25 
58022 18 18 30 24 12 6 20 20 
58040 22 24 32 29 18 30 30 29 
58088 24 25 30 24 16 18 28 27 





70090 22 20 30 22 15 6 25 24 
70083 24 24 36 30 18 28 29 25 
17069 20 23 28 27 16 22 27 21 
17071 21 23 28 24 17 28 27 23 
17086 21 24 29 24 16 28 29 24 
17066 26 26 32 30 21 31 34 31 
17068 27 30 42 40 22 35 40 34 
17043 30 34 41 39 25 40 40 39 
30053 20 28 33 26 27 30 31 27 
30078 21 25 28 25 18 26 6 18 
30063 24 27 35 31 28 28 33 30 
30083 24 28 34 30 18 28 31 24 
30035 25 28 40 31 24 30 29 32 
30062 27 28 34 28 25 28 NT 27 
30076 33 38 40 35 30 35 NT 37 
58054 27 29 30 28 25 30 NT 26 
58010 32 33 30 29 40 32 13 26 
146055 22 26 30 26 23 23 29 NTb 
146054 23 25 32 27 24 26 35 NTb 
146048 25 27 30 28 23 30 32 NTb 
146097 25 29 30 30 24 30 34 NTb 
146098 25 25 32 28 22 28 30 NTb 
a. CAZ, ceftazidima; CPM, cefepima; IMP, imipenem; MER, 
meropenem; ATM, aztreonam; CIP, ciprofloxacina; SAM, 
ampicilina/sulbactam; TIM, ticarcilina/ácido clavulânico.  
b. NT, Não testado 
      1     2    
3     4     5      
6      7      8      
9    10   11   
12   13   14   
15  16    17 
 
